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RÉGULATION DE LA PROLIFÉRATION ET DE LA SURVIE DES 
CELLULES PANCRÉATIQUES TUMORALES HUMAINES 
Par 
Marie-Josée Boucher 
Mémoire présenté à la Faculté de médecine 
en we de l'obtention du grade de maître ès sciences (M.Sc.) en Biologie 
cellulaire 
La prolifération cellulaire est un processus hautement régularisé. 
Jusqu'à ce jour, deux niveaux de régulation de la prolifération cellulaire ont été 
identifiés: la voie p42/p44 MAPKs et les protéines impliquées dans la 
progression du cycle cellulaire. Dans ce travail, nous avons, dans un premier 
temps, mis en évidence le mécanisme d'action anti-mitogénique du TGFP et de 
l' AMPc chez les cellules pancréatiques tumorales humaines P ANC-1 et MIA 
PaCa-2 en analysant leur action sur la cascade p42/p44 MAPKs et les protéines 
du cycle cellulaire. Nos avons démontré que le TGFP inhibe partiellement la 
prolifération des cellules PANC-1 en augmentant l'expression des inhibiteurs 
du cycle cellulaire p 15INK49 et p21 Cipl • Quant à l' AMPc, il inhibe la 
prolifération des deux lignées cellulaires étudiées et ce 1- en inhibant l' activi~é 
des p42/p44 MAPKs et 2- en augmentant l'expression de l'inhibiteur p27Kipt 
qui est responsable de l'inhibition de l'activité du complexe cycline E/cdk2. 
Dans un deuxième temps, nous avons clarifié le rôle des p42/p44 
MAPKs chez les cellules MIA PaCa-2. Nous avons démontré que cette 
cascade joue un rôle essentiel dans la prolifération cellulaire puisque 
l'inhibition de l'activité des p42/p44 MAPKs par l'inhibiteur spécifique 
PD98059 bloque les cellules en. fhase G 1 du cycle cellulaire et augmente 
l'expression de l'inhibiteur p27Kip. De plus, nous avons démontré que ces 
kinases médient un signal de survie chez les cellules MIA PaCa-2. En effet, le 
traitement prolongé des cellules avec le PD98059 conduit à la fragmentation de 
l'ADN, une caractéristique des cellules ayant entamé un processus apoptotique. 
La mort cellulaire programmée (ou apoptose) est contrôlée en grande partie par 
deux classes de protéines : les membres anti- et pro-apoptotiques de la famille 
des homologues Bcl-2 et les caspases. Dans ce travail, nous avons établi un 
lien entre les p42/p44 MAPKs, les homologues Bcl-2 et les caspases. En effet, 
l'inhibition prolongée des p42/p44 MAPKs amène une diminution de 
l'expression des homologues anti-apoptotiques Bcl-2, Mcl-1 et Bel-XL et 
conduit à l'activation de la famille CASP-3. La régulation de ces homologues 
Bcl-2 et de cette famille de caspases semble indubitablement sous le contrôle 
des p42/p44 MAPKs puisqu'une hyperactivité de cette voie 1- augmente 
l'expression de ces mêmes homologues; 2- empêche la diminution d'expression 
de Bcl-2, Mcl-1 et Bel-XL et bloque l'activation de la famille CASP-3 induite 
xvi 
par le PD98059; 3- et prévient l'apoptose induite par cet inhibiteur de la 
cascade des p42/p44 MAPKs. Finalement, ce programme apoptotique semble 
être dépendant du protéasome puisque l'inhibition de ce dernier bloque 





1. LE PANCRÉAS 
1.1. Anatomie et physiologie 
Le pancréas naît d'évaginations, dorsale et ventrale, de l'intestin primitif 
qui, au cours du développement embryonnaire, se fusionneront pour laisser 
place à une seule et unique glande (Lee et Lebenthal, 1993). Unique puisque, 
de par ses structures particulières, elle accomplira deux fonctions très 
importantes. Tout d'abor~ une fonction endocrine réalisée par les îlots de 
Langerhans. Ces derniers représentent environ 1-4 % de la masse pancréatique 
et sont composés de quatre principaux types cellulaires. Au centre de chacun 
des îlots, on retrouve les cellules P qui sécrètent l'insuline et au pourtour de 
celles-ci, les cellules ô, a et PP sont responsables respectivement de la synthèse 
et de la libération de la somatostatine, du glucacon et du polypeptide 
pancréatique. La vascularisation importante des îlots de Langerhans lui 
permettra donc d'assurer son rôle majeur, celui du contrôle de la glycémie. 
La deuxième grande fonction du pancréas est sous le contrôle du tissu 
exocrine (Rozé, 1998). Composé de cellules acineuses, de cellules ductales et 
de cellules centro-acineuses, le tissu exocrine représente à lui seul 90-95 % du 
Figure 1. Schéma du pancréas exocrine 
Tiré et modifié de Rozé, 1998 
Cellule ductale 
Cellule acineuse 
Canal pancréatique principal 
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volume de la glande (fig.l). Les cellules acineuses vont être responsables de la 
sécrétion d'enzymes digestives en réponse à la présence du chyme gastrique 
dans le duodénum. Les enzymes pancréatiques jouent donc un rôle essentiel 
dans la digestion adéquate des nutriments et, par le fait même, assurent 
l'absorption subséquente de ceux-ci au niveau de l'épithélium intestinal. Quant 
aux cellules ductales, elles s'occupent de la sécrétion hydrobicarbonatée 
importante 1) pour maintenir les enzymes et le mucus dans un liquide 
suffisamment dilué pour éviter toute précipitation, 2) pour la neutralisation de 
l'acidité gastrique ainsi que 3) pour maintenir, au niveau du duodénum, un pH 
favorable à l'activité optimale des enzymes pancréatiques. Finalement, les 
cellules centro-acineuses, malgré leur nom, ressemblent davantage au plan 
fonctionnel aux cellules ductales. Certains leur attribuent un rôle dans la 
sécrétion de bicarbonates (Rozé, 1998). 
1.2. Régulateurs de la croissance pancréatique in vivo 
En se basant sur le faible index mitotique (Opie, 1932) et sur des études 
autoradiographiques (Leblond et Walker, 1956), on a longtemps pensé que le 
pancréas adulte n'avait aucune capacité de croissance et de régénération. 
Cependant, depuis les premières études démontrant la faculté du pancréas de rat 
à augmenter son poids pancréatique suite à une stimulation à la CCK exogène 
(Mainz et al., 1973, Barrowman et Mayston, 1974), on sait que le pancréas, 
3 
sous certaines conditions, a la faculté de croître et même de se régénérer. À 
noter que ce sont les cellules acineuses qui ont le plus fort pouvoir mitotique, 
suivi des cellules ductales, tandis que les cellules des îlots n'ont qu'un très 
faible potentiel de division (Elsasser et al., 1993). 
Panni les hormones pouvant moduler cette croissance pancréatique, la 
CCK demeure le meilleur mitogène des cellules acineuses (Rivard et al., 1991 ). 
Cependant, la sécrétine, la bombésine, l'EGF et la thyroxine ont tous déjà été 
décrits comme régulateurs positifs de la croissance pancréatique chez les 
rongeurs (Githens, 1993). Évidemment, aucune étude exhaustive n'a pu être 
réalisée sur le pancréas humain afin de confinner ces résultats et ainsi, il 
n'existe, jusqu'à ce jour, aucune évidence que ce dernier est apte à croître et à 
se régénérer tout comme le fait le pancréas de rat. Les seules extrapolations 
concernant la possible capacité du pancréas humain à se régénérer repose sur 
une étude faite avec des porcs. En effet, le porc, de par l'expression de certains 
types de récepteurs (entre autres ceux de la CCK), constitue le meilleur modèle 
pour étudier et étendre les résultats sur le pancréas humain (Morisset et al., 
1996). Les auteurs démontrent que l'administration de bombésine à des porcs 
ayant subi une pancréatectomie permet une régénération pancréatique et une 
augmentation importante du taux de prolifération des cellules acineuses 
(Fiorucci et al .• 1998). De plus, soulignons une récente étude démontrant que 
la tête du pancréas humain grossissait suite au traitement des patients avec le 
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Camostate, un inhibiteur de protéases capable de bloquer l'activité des enzymes 
pancréatiques au niveau du duodénum (Friess et al., 1998) suggérant encore 
une fois que le pancréas humain est apte à croître. 
Une autre hormone régulatrice de la croissance pancréatique, mais cette 
fois-ci agissant d'une manière négative, est la somatostatine. En effet, il a été 
démontré que l'administration chronique de somatostatine à des rats diminuait 
le taux d'incorporation de thymidine tritiée in vivo (Morisset et al., 1982). De 
plus, la somatostatine endogène réduit la réponse trophique amenée par la 
caeruléine, un analogue de la CCK, supportant ainsi l'hypothèse que la 
somatostatine endogène agit comme facteur anti-trophique pour le pancréas de 
rat (Morisset, 1984 ). Ces effets de la somatostatine ont été confirmés plus 
récemment à l'aide de l'utilisation d'un analogue plus stable de la 
somatostatine ( octréotide ou SMS 201-995) qui a été injecté pendant 14 jours à 
des rats résultant en une diminution du poids pancréatique (Von Schonfeld et 
al., 1995). 
Finalement, le TGFP a aussi été identifié comme un modulateur négatif 
de la croissance pancréatique in vivo. Une souris transgénique exprimant le 
TGF~ 1 dans les cellules p, le gène étant sous le contrôle du promoteur humain 
de l'insuline, démontre une diminution de l'incorporation de 
bromodéoxyuridine au niveau des cellules acineuses pancréatiques (Lee et al., 
s 
1995). De plus, encore une fois chez la souris, l'expression d'un mutant 
dominant négatif du récepteur de type II du TGFP augmente significativement 
la proportion des cellules acineuses progressant dans le cycle cellulaire 
suggérant un rôle important du TGFP endogène dans la régulation négative de 
la croissance pancréatique (Bottinger et al., 1997). Également, le TGFP serait 
un médiateur de la régulation de la prolifération cellulaire observée suite à une 
pancréatite. La neutralisation du TGFP 1 durant une pancréatite aiguë induite 
chez le rat accélère légèrement la régénération du pancréas (Menke et al., 
1997). 
. 1.3. Régulateurs de la croissance pancréatique in vitro 
Très peu d'études ont été entreprises pour confinner l'effet des 
différents honnones et facteurs de croissance sur la croissance pancréatique 
normale in vitro. En effet, l'étude du pancréas exocrine fait face à deux 
obstacles majeurs. Tout d'abord, malgré qu'il soit possible d'isoler des acini 
pancréatiques, leur courte durée de vie (quelques heures) nous contraint à 
effectuer des expériences qu'à court tenne et ainsi ne pennet pas d'études 
exhaustives. En second lieu, il n'existe jusqu'à ce jour aucune lignée cellulaire 
provenant d'acini pancréatiques normaux. Les études in vitro se limitent donc 
à certaines études sur des acini isolés ou encore sur des lignées cellulaires 
pancréatiques tumorales qui seront discutées un peu plus loin. 
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Malgré ces difficultés, on a pu démontrer que la caeruléine, un analogue 
de la cc~ était apte à stimuler l'incorporation de thymidine tritiée chez des 
acini pancréatiques de souris cultivés en monocouche (Lopdon et Williams, 
1986). Toujours chez la souris, mais sur des acini isolés, une étude confinne 
l'effet antiprolifératif du TGFP; le TGFP inhibant l'incorporation de thymidine 
tritiée stimulée par la caeruléine, l'EGF et l'insuline (Lo~don, 1992). 
Finalement, il a aussi été démontré que le TGFP inhibait l'incorporation de 
thymidine tritiée chez une culture de cellules épithéliales pancréatiques de rat 
cultivées dans 0.1 % de sérum (Menke et al., 1999). 
1.4. Cancers pancréatiques 
1.4.1. Épidémiologie et caractéristiques génétiques 
Parmi les dix cancers les plus fréquçnts retrouvés chaque année, on note 
le cancer du pancréas qui se classe parmi les cinq cancers les plus mortels. En 
effet, dans la majorité des cas, quand un patient est diagnostiqué, le carcinome 
s'est déjà étendu dans pratiquement toute la glande et même au-delà ce qui rend 
les interventions médicales et chirurgicales relativement inefficaces; c'est ce 
qui explique le faible taux de survie d'à peine 8% observé deux ans après le 
diagnostic (Gold, 1995). Dans le but de prévenir, d'accélérer le diagnostic et 
de traiter le cancer pancréatique, des études moléculaires ont été entreprises 
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pour identifier les caractéristiques génétiques des adénocarcinomes 
pancréatiques d'origine exocrine, les adénocarcinomes d'origine endocrine 
étant plutôt rares. Les résultats qui se dégagent de ces études démontrent des 
mutations au niveau 1) de l'oncogène Ki-ras dans près de 85% des 
adénocarcinomes, 2) du gène suppresseur de tumeur p53 dans 50-70% des cas, 
3) du gène de la CKI pl 6INK4A qui présente une mutation ou une délétion 
homozygote dans 80% des carcinomes pancréatiques et 4) du gène DPC4 
(codant pour la protéine SMAD4 impliquée dans la signalisation du TGFJ}) qui 
présente des délétions homozygotes, des mutations ou pertes de fonction dans 
50% des cas de cancer pancréatique d'origine exocrine (Hahn et al., 1996) et 
endocrine (Bartsch et al., 1999). On constate que toutes ces mutations 
favorisent la prolifération anarchique des cellules pancréatiques; l'oncogène K-
ras ayant une influence positive sur la prolifération et où les signaux d'arrêt de 
prolifération amenés par p53, pl 61NK4A et la signalisation du TGFP sont absents. 
1.4.2. Régulation négative de la prolifération des cellules pancréatiques 
tumorales 
De part ces mutations décrites dans la section précédente, les cellules 
pancréatiques tumorales deviennent plus résistantes aux signaux d'arrêt de 
prolifération. Néanmoins, certains effets inhibiteurs de la somatostatine et du 
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TGFP sur la prolifération ont pu être observés sur des cellules pancréatiques 
tumorales. 
Dans la lignée cellulaire AR4-2J (cellules pancréatiques tumorales de rat 
d'origine acineuse, Longnecker et al., 1979), le SMS 201-995, un analogue 
plus stable de la somatostatine, inhibe la prolifération cellulaire induite par le 
sérum, l'EGF et le FGFb (Viguerie et al., 1989 et Bensaid et al., 1992). Chez 
les cellules pancréatiques tumorales humaines, le RC-160 (un autre analogue de 
la somatostatine) inhibe la prolifération in vitro des MIA PaCa-2 (Liebow et 
al., 1989) et réduit le volume et le poids de la tumeur développée suite à la 
greffe des MIA PaCa-2 dans une souris nue (Radulovic et al., 1993). La 
somatostatine inhibe également la prolifération in vitro et la fonnation de 
colonies sur agar des BxPC-3, une autre lignée pancréatique tumorale humaine 
(Takeda et Escribano, 1991). Malgré ces effets inhibiteurs de la somatostatine 
sur la prolifération des cellules pancréatiques tumorales, certains travaux ont 
plutôt rapporté une absence d'effet de celle-ci sur la prolifération de ces mêmes 
cellules. L'absence de récepteurs pour la somatostatine explique 
habituellement cette absence d'effet sur des lignées pancréatiques tumorales 
humaines (Gillespie et al., 1992) et sur les tissus de carcinomes pancréatiques 
d'origine exocrine (Buscail et al., 1996) et, par le fait même, la restitution de 
l'expression de récepteur pour la somatostatine, rétablit la réponse inhibitrice 
9 
de cette bonnone sur la prolifération des cellules pancréatiques (Delesque et 
al., 1997). 
Quant au TGFP, quelques études démontrent son effet inhibiteur sur la 
prolifération de cellules pancréatiques tumorales humaines. Entre autres sur les 
cellules COL0-357 dont la prolifération est diminuée de 50% lorsque cultivées 
en présence de TGFP (Baldwin et Korc, 1993; Baldwin et al., 1996; Kleeff et 
Korc, 1998; Kleeff et al, 1999) et les PANC-1 qui peuvent être inhibées mais à 
un degré moindre (Baldwin et Korc, 1993; Freeman et al., 1995; Baldwin et al., 
1996; Villanueva et al., 1998). En dépit de cette régulation négative du TGFP 
sur la prolifération, la plupart des études sont en faveur de défauts dans la 
signalisation du TGFP qui rendent les cellules pancréatiques tumorales 
humaines résistantes à l'effet de cette cytokine. Des défauts qui se situent au 
niveau de la non-expression du récepteur de type Il du TGFP (Freeman et al., 
1995; Baldwin et al., 1996), au niveau des protéines impliquées dans la 
signalisation du TGFP, les Smads, dont l'expression peut être altérée due à une 
mutation comme dans le cas de Smad4 (Hahn et al., 1996; Villanueva et al., 
1998) ou encore où l'expression peut être augmentée comme dans le cas de 
Smad6, un inhibiteur endogène de la signalisation du TGFP (Kleeff et al., 
1999). Également, une délétion homozygote au niveau de l'exon 1 et 2 de 
l'inhibiteur du cycle cellulaire p15INK48 entraînant la perte d'expression de ce 
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dernier, déjà décrit comme un médiateur important de l'arrêt en Gl causé par 
un traitement au TGFP (Hannon et Beach, 1994; Reynisdottir et al., 1995; 
Sandhu et al., 1997), a aussi été identifié comme un éventuel responsable de 
l'absence de réponse inhibitrice du TGFP sur la prolifération des cellules 
pancréatiques tumorales humaines (Villanueva et al., 1998). 
2. MÉCANISMES MOLÉCULAIRES DE RÉGULATION DE LA 
PROLIFÉRATION CELLULAIRE 
La prolifération cellulaire est un processus hautement régularisé. 
Jusqu'à ce jour, deux niveaux essentiels de régulation ont été identifiés: une 
régulation par la voie des p42/p44 MAPKs (Mitogen-Activated Protein Kinase) 
et une régulation au cœur même du cycle cellulaire. 
2.1. Les voies des MAPKs 
Chez les cellules de mammifères, le premier module MAPK découvert 
fut celui des p42/p44 MAPKs. En effet, c'est en 1987 que l'on identifie deux 
protéines de 42 et 44kDa dont l'activité sérine-thréonine kinase est rapidement 
induite dans les adipocytes 3T3-LI stimulés à l'insuline (Ray et Sturgill, 1987). 
Par la suite, d'autres modules MAPKs sont venus se joindre au groupe: celui 
de la p38 MAPK (Han et al., 1994; Rouse et al., 1994; Freshney et al., 1994; 
Lee et al., 1994) et des p46/p54 JNKs (Dérijard et al., 1994; Kyriakis et al., 
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1994 ). Contrairement au premier module activé préférentiellement par des 
honnones et facteurs de croissance, la p38 MAPK et p46/p54 JNKs sont 
activées par les stress environnementaux et les cytokines. Le point commun de 
ces modules repose sur leur cascade d'activation comprenant au moins trois 
kinases : une sérine/thréonine kinase (MAPKKK : MAPK kinase kinase) 
phosphoryle une kinase à double spécificité soit une kinase apte à phosphoryler 
sur résidu sérine/thréonine et tyrosine (MAPKK : MAPK kinase) qui, à son 
tour, active une autre sérine/thréonine kinase (MAPK). La figure 2 indique les 
membres des différentes cascades MAPKs connus jusqu'à présent chez les 
mammifères. 
2.1.1. Signalisation par les p42/p44 MAPKs 
Les p42/p44 MAPK traduisent les signaux mitogéniques provenant de la 
liaison des facteurs de croissance et des honnones à leurs récepteurs. En effet, 
les récepteurs possédant une activité tyrosine kinase intrinsèque et les 
récepteurs couplés aux protéines G vont amener, suite à leur propre stimulation, 
l'activation de ce module MAPK. Cependant, les voies empruntées pour la 
stimulation peuvent différer. La figure 3 schématise les joueurs responsables 
de l'activation des p42/p44 MAPKs par les récepteurs à activité tyrosine kinase 
et ceux couplés aux protéines G. La voie classique de stimulation des protéines 
ubiquistes p42/p44 MAPKs consiste en l'activation de la petite protéine G 
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Figure 2. Les différents modules MAPK connus chez les mammifères 
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Figure 3. Activation des p42/p44 MAPK par les récepteurs à activité 
tyrosine kinase (A) et les récepteurs couplés aux protéines G (8). 
Traduits et modifiés de Hunter, 1997 (A) et Gutkind, 1998 (B) 
B. Récepteur couplé 
aux protéines G 
Agoniste 
+ 
aaaaaaaaaaaaaaa{\S!aaaa§aaaaa<(Sïaaaaaaa~aaaaaaa(l(îaaaaaaaaa· . . .,_ 






membranaire Ras qui, dans son état liant le GTP, recrute la MAPKKK Raf à la 
membrane qui à son tour pennettra la stimulation des MAPKK, MEKl et 
MEK2, qui seront responsables de la phosphorylation sur la thréonine-183 et la 
tyrosine-185 des ERKl et ERK2 (autre nom donné à la p44 MAPK et p42 
MAPK respectivement), cette double phosphorylation étant essentielle à leur 
activité. Ces p42/p44 MAPKs activées seront responsables de la transmission 
du signal du cytoplasme au noyau puisqu'elles transloquent elles-mêmes au 
noyau pour aller directement activer des facteurs de transcription (Treisman, 
1996). 
La protéine Ras est une petite protéine G membranaire qui oscille entre 
un état inactif, sous sa fonne liant le GDP, et un état actif lorsqu'elle est liée au 
GTP (Alberts et al., 1994). Il existe 4 isoformes de la protéine Ras et chacune 
semble différer dans leur habileté à activer Raf-1. Une étude récente réalisée à 
l'aide de constitutif actif de chacune des isoformes démontre, in vitro, une 
aptitude inégale des différentes isoformes à stimuler Raf-1; Ki-Ras 48 > Ki-
Ras 4A >> N-Ras > Ha-Ras (Voice et al., 1999). Un autre travail, toujours 
effectué à l'aide de mutant constitutif actif, a déjà montré que c'était plutôt N-
Ras (par rapport à Ha-Ras) qui se portait garant de l'activation de Raf-1 in vivo 
(Hamilton et Wolfman, 1998), cependant il n'avait pu comparer l'effet d'un Ki-
Ras constitutif actif. Malgré ces différences, on peut tout de même imaginer 
que les différentes isofonnes de Ras ne sont peut-être pas si redondantes dans 
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leur fonction et que chacune permet l'activation d'un substrat spécifique. Les 
études futures nous apporteront sûrement une réponse, mais pour l'instant on 
ne peut se baser que sur les quelques travaux à ce sujet. Les différentes PKC 
(conventionnelles, nouvelles et atypiques) peuvent également activer la voie 
p42/p44 MAPK à leur façon. Les PKC conventionnelles et nouvelles seraient 
aptes à stimuler Raf-1 (Schônwasser et al., 1998). Cependant, contrairement à 
ce qui avait déjà été décrit (Kolch et al., 1993), l'activation ne semble pas 
requérir la phosphorylation des sérine259 et sérine499, deux sites définis 
comme cibles de la PKC. En plus de cet effet, les PKC conventionnelles 
auraient un second effet qui limiterait l'activation ultérieure de Raf-1 par des 
facteurs de croissance et autres activateurs de PKC i.e. que l'ajout de sérum ne 
potentialise pas l'effet du TP A sur l'activation de Raf-1 lorsqu' ajouté 
simultanément suggérant un phénomène de désensibilisation opéré par les PKC 
conventionnelles (Schônwasser et al., 1998). Quant aux PKC atypiques, elles 
activeraient la voie, mais plutôt au niveau de MEK; soit directement (Diaz-
Meco et al., 1994) ou indirectement via une protéine encore non-identifiée 
(Schônwasser et al., 1998). 
Une fois recrutées à la membrane par Ras-GTP et phosphorylées par une 
tyrosine kinase ancrée à la membrane (Marais et al., 1995), il semblerait que 
chacune des isofonnes de Raf (A-Raf, 8-Raf et c-Raf-1 ), les MAPKKK de la 
cascade, diverge également dans leur capacité à stimuler les prochains 
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membres de la cascade p42/p44 MAPK soit les MEKl et MEK2 qui sont 
activées par phosphorylation sur la sérine2 l 8 et la sérine222 (Zheng et Guan, 
1994). Encore une fois, très peu d'études ont été entreprises dans le but de 
répondre à la question. Toutefois, il a été observé dans une lignée cellulaire 
hématopoïétique que l'interleukine-3 active les isoformes A-Raf et c-Raf-1, 
mais seul A-Raf serait responsable de l'activité MEK observée après 
stimulation avec cette cytokine (Sutor et al., 1999). Ces résultats viennent 
quelque peu en contradiction avec ce qui avait déjà été observé où les 
isoformes B-Raf et c-Raf-1 étaient de meilleurs activateurs de la cascade 
p42/p44 MAPK que l'isofonne A-Raf(Bosch et al., 1997). 
L'activation des p42/p44 MAPKs par les MEKI et MEK2 est un peu 
plus simple que les mécanismes d'activation décrits précédemment. En effet, 
jusqu'à présent, les p42/p44 MAPKs sont les seuls substrats connus de MEKI 
et MEK2 (Seger et al., 1992). La particularité de ces MEKs repose sur le fait 
qu'il s'agit de kinases à double spécificité c'est-à-dire qu'elles vont 
phosphoryler les résidus tyrosine et thréonine d'une séquence consensus 
thréonine-glutamine-tyrosine, la double phosphorylation étant essentielle à 
l'activité des p42/p44 MAPKs (Anderson et al., 1990). Malgré que la 
tyrosinel85 soit enfouie dans une poche hydrophobique (Zhang et al., 1994a), 
l'interaction MEK/MAPK doit entraîner un changement de conformation 
augmentant l'affinité de MEK pour son substrat et exposant ainsi la 
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tyrosine 185 qui est le premier résidu à être pbospborylé par la MEK (Haystread 
et al., 1992). 
En réponse à un stimulus mitogénique ou à un agent induisant la 
différenciation, on observe une translocation nucléaire des p42/p44 MAPKs qui 
sont les seules de la cascade à entrer dans le noyau (Cben et al., 1992; 
Gonzalez et al., 1993; Lenonnand et al., 1993). Comment ce phénomène se 
produit reste toutefois à être élucidé. Récemment, Lenonnand et al. ont montré 
que l'activation des p42/p44 MAPKs était suffisante pour initier leur 
translocation nucléaire à l'intérieur de cinq minutes et que ce processus ne 
demandait pas de néosynthèse protéique. Cependant, la rétention de celles-ci 
au niveau du noyau nécessite 1) la synthèse de protéines servant probablement 
de protéines d'ancrage pour les p42/p44 MAPKs et 2) ces protéines d'ancrage 
semblent régulées finement via leur dégradation dans le protéasome, puisque le 
traitement des cellules avec un inhibiteur de protéasome, le LLnL, permet de 
prolonger la localisation nucléaire des p42/p44 MAPKs (Lenormand et al., 
1998). Ce même groupe, en s'appuyant sur une étude de Fukuda et al. (1997), 
propose un modèle où les MEKs, qui possèdent un site d'amarrage pour les 
p42/p44 MAPKs en leur extrémité N-terminale (Bardwell et al., 1996) et un 
signal d'exportation nucléaire (Fukuda et al., 1996), serviraient d'ancrage 
cytoplasmique pour les p42/p44 MAPKs. Suite à une stimulation mitogénique, 
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il y aurait phosphorylation et dissociation de ces dernières des MEKs et elles 
pourraient alors transloquer au noyau par simple difiùsion. Un autre modèle 
suggère que la phosphorylation des p42/p44 MAPKs est suffisante pour induire 
la translocation (Khokhlatchev et al., 1998). Ces p42/p44 MAPKs pourraient 
s'homodimériser entre p42/p44 MAPKs phosphorylées ou non-phosphorylées 
et cette dimérisation entraînerait l'accumulation nucléaire de ces kinases. Cela 
pourrait expliquer 1) pourquoi des mutants incapables de se dimériser ne 
transloquent plus au noyau, 2) pourquoi des mutants inactifs de p44 MAPK 
sont toujours aptes à une translocation nucléaire et 3) pourrait également 
expliquer les différentes cinétiques d'activation en fonction du temps, degré 
d'activation et efficacité des p42/p44 MAPKs à activer leurs substrats selon le 
stimulus. Cependant, ce modèle repose sur des études de microinjection des 
p42/p44 MAPKs dans des fibroblastes, nécessitant donc la validation du 
phénomème in vivo. 
Comme les p42/p44 MAPKs transloquent au noyau, la plupart de leurs 
substrats sont nucléaires. Cependant, avant de transloquer, celles-ci peuvent 
phosphoryler des protéines associées à la membrane comme le récepteur à 
l'EGF (Northwood et al., 1991) ou des protéines cytoplasmiques comme la 
phospholipase A2 (Lin et al., 1993) et la p9<fSK(Blenis, 1993). Au niveau du 
noyau, les cibles des p42/p44 MAPKs sont les facteurs de transcription 
Elkl/TCF (Gille et al., 1992; Janknecht et al., 1993; Marais et al., 1993; Gille 
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et al., 1995), SAPla (Price et al., 1995; Janknecht et al., 1995), c-Etsl et c-Ets2 
(Yang et al., 1996), c-Fos (Chenet al., 1993; Oka2aki et Sagata, 1995), c-Myc 
(Seth et al., 1992) et récemment ERF, un répresseur transcriptionnel ubiquiste 
de la famille des facteurs de transcription Ets, s'est avéré être associé et 
phosphorylé par les p42/p44 MAPKs in vitro et in vivo (Le Gallic et al., 1999). 
2.1.2. Inactivateurs endogènes des p42/p44 MAPKs 
Au cours des dernières années, des phosphatases ont été identifiées 
comme modulatrices de l'activité des différents modules MAPK. La plupart 
d'entre elles, phosphatases également regroupées sous le nom de MKP (MAP 
Kinase Phosphatases ), sont rapidement induites suite à une stimulation ( = 
immediate-early gene). MKP-1/CL100/3CH134 (Alessi et al., 1993; Sun et al., 
1993) et MKP-2/hVH2ffYP1 (Guan et Butch, 1995; King et al., 1995) sont des 
phosphatases à double spécificité (c'est-à-dire qu'elles vont déphosphoryler les 
résidus thréonine et tyrosine ayant été phosphorylés par la MAPKK) qui 
peuvent inactiver les trois classes de MAPK: p42/p44 MAPK, p38 MAPK et 
JNK. Leur expression est stimulée par les stress ( oxydatif et thermique) ainsi 
que par les agents mitogéniques. Leur localisation est nucléaire et 
contrairement à MKP-1, MKP-2 n'est pas exprimée dans les cellules 
fibroblastiques humaines. B23/h VH3 (lshibashi et al., 1994) et PAC-1 (Rohan 
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et al., 1993; Ward et al., 1994) sont également des phosphatases à double 
spécificité localisées dans le noyau, mais dont l'action est dirigée 
préférentiellement envers les p42/p44 MAPKs. 823/hVH3 est détectée dans 
plusieurs tissus normaux humains, mais plus intensément au niveau du 
pancréas et du cerveau. Son expression peut être stimulée par les chocs 
thenniques ou les mitogènes. Quant à PAC-1, elle est également induite par les 
agents mitogéniques, mais elle est exclusivement retrouvée dans les cellules 
hématopoïétiques. hVHS (Marteil et al., 1995) est une tyrosine-phosphatase 
spécifique aux p42/p44 MAPKs (vérifier car Muda et al. JBC 1998 dit que 
JNK=p38>>>ERK) abondante au niveau du cerveau, du cœur et du muscle 
squelettique. Dans les cellules PC12, son expression est stimulée par le NGF et 
l'insuline. 
Il existe une autre catégorie de MKP qui difîere de celles mentionnées 
ci-haut de part leur expression constitutive (donc non-inductible) et de part leur 
localisation cytoplasmique. Il s'agit de MKP-3/Pystl (Groom et al., 1996) et 
MKP-X!Pyst2 (Dowd et al., 1998) qui ont une spécificité envers les p42/p44 
MAPKs et sont exprimées de manière ubiquiste. Un autre membre de cette 
famille a été cloné, MKP-4 (Muda et al., 1997), et se distingue des deux autres 
par un marquage surtout au niveau du cytosol, mais également un marquage 
ponctuel au niveau du noyau. De plus, l'expression de cette phospbatase est 
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très restreinte; on la détecte seulement dans le placenta, dans les reins et dans le 
foie embryonnaire. 
La déphosphorylation des p42/p44 MAPKs n'est pas toujours l'oeuvre 
de ces phosphatases venant d'être décrites. On attribue parfois l'inactivation de 
la voie à la PP2A (Alessi et al., 1995), à une tyrosine phosphatase encore non-
identifiée (Wu et al., 1994; Alessi et al., 1995; Gopalbhai et Meloche, 1998) ou 
encore aux tyrosine-phosphatases VHR (Todd et al., 1999) ou à la toute 
nouvelle PTPBR7/PTP-SL (Ogata et al., 1999) exprimée de façon 
prédominante dans le cerveau. 
2.1.3. Rôles des p42/p44 MAPKs 
Dans les études antérieures, il a été clairement démontré que seuls les 
agents mitogéniques étaient aptes à provoquer une stimulation biphasique et 
soutenue des p42/p44 MAPKs; un premier pic d'activation entre 5-10 minutes 
suivi d'une activation soutenue pouvant durer jusqu'à 6h (Kahan et al., 1992; 
Meloche et al., 1992; Vouret-Craviari et al., 1993). Cette activation soutenue 
des p42/p44 MAPKs corrèle avec leur translocation nucléaire (Lenormand et 
al., 1993; Lenonnand et al., 1998). L'utilisation de mutant dominant-négatif et 
d' antisens de c-Raf-1 (Kolch et al., 1991 ), de la MEK constitutivement active 
(Cowley et al., 1994), de p44 MAPK dominant-négatif et d'antisens de cette 
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même isofonne (Pagès et al., 1993), ainsi que l'expression constitutive de 
MKP-1 (Brondello et al., 1995) ont indubitablement prouvé le rôle des p42/p44 
MAPKs dans la prolifération cellulaire. Bret: l'activation soutenue (Pagès et 
al., 1993; Cowley et al., 1994; Brondello et al., 1995) et la translocation 
(Brunet et al., 1999) des p42/p44 MAPKs sont des prérequis essentiels pour la 
prolifération cellulaire observée dans plusieurs types cellulaires (Robinson et 
Cobb, 1997). 
En plus de son rôle majeur dans la prolifération cellulaire, les p42/p44 
MAPKs semblent remplir une mission importante dans la transduction de 
signaux de différenciation; dans les cellules PC12, une lignée cellulaire issue 
de phéochromocytome de rat, l'activation des p42/p44 MAPKs est nécessaire 
et suffisante pour l'élongation neuritique (Cowley et al., 1994; Robinson et al., 
1998) tandis que l'inactivation de cette cascade MAPK semble inhiber la 
différenciation des cellules épithéliales intestinales (Cristobal Aliaga et al., 
1999). Également, on attribue de plus en plus un rôle de protection contre 
l'apoptose (mort cellulaire programmée) aux p42/p44 MAPKs (Xia et al., 
1995). L'activation de celles-ci par le FGF-2 protège les cellules L929 contre 
l'apoptose induite par le TNF-a (Gardner et al., 1996) et leur simple inhibition 
suffit à entraîner les cellules HeLa dans un programme apoptotique ( Berra et 
al., 1998). 
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2.2. Le cycle cellulaire 
Le cycle cellulaire est le processus fondamental par lequel toute espèce 
vivante se propage et par lequel les cellules âgées, abîmées ou mortes par 
apoptose sont remplacées. Il est constitué de différentes phases : G l, S, G2 et 
M. 
La phase G 1 est celle située entre la fin d'une mitose et le début de la 
phase S. Elle pennet à la cellule de doubler sa masse et de dupliquer son 
contenu protéique. Lorsque la cellule a effectué ces changements, elle est prête 
à entamer la phase de synthèse d' ADN, phase S, où la cellule passe d'un 
contenu 2N à 4N. La dernière phase avant la mitose, phase G2, représente celle 
où la cellule s'assure de la réplication adéquate de l' ADN essentielle pour la 
subdivision égale entre les deux cellules filles issues de la mitose. 
La phase M du cycle cellulaire consiste en deux étapes : une division 
nucléaire préparée et effectuée lors de la prophase, prométaphase, métaphase, 
anaphase et télophase, et une division cytoplasmique lors de la cytodiérèse qui 
marque la fin de la phase M. Ainsi, au tenne de cette phase, deux cellules filles 
au contenu 2N voient le jour. 
Il peut également exister une phase GO qui peut être empruntée par les 
cellules en phase G 1 qui mettent un frein à leur progression dans le cycle 
24 
cellulaire et entrent dans un état spécialisé. On surnomme cette phase état de 
quiescence. 
2.2.1. Assemblage des complexes cycline/cdk de la ph$e G 1 
La ph~ G 1 du cycle cellulaire est un épisode hautement régularisé 
(fig.4). Cette fine régulation est accomplie en grande partie par les cyclines de 
la ph$e G 1 (D 1, 02, 03 et E) et leur sous-unité catalytique, les kin$es 
dépendantes des cyclines ( cdk4/cdk6 et cdk2). Suite à une stimulation 
mitogénique, il y a d'abord, dès la transition GO/G 1 et jusqu'à la frontière 
G 1 /S, synthèse de la cycline 0 qui se lie avec sa sous-unité catalytique, la cdk4 
ou cdk6, et cet $Semblage, en plus de la phosphorylation par la kin$e 
activatrice des cdks (CAK), permet l'activation du complexe qui débute à la 
mi-Gl et se poursuit jusqu'à la transition Gl/S (Sherr, 1994; Matsushime et al., 
1994; Meyerson et Harlow, 1994; Ladha et al., 1998). Ce complexe actif 
pennet alors la progression de la phase G l en phosphorylant la protéine du 
rétinobl$tome, pRB, qui, dans cet état hyperphosphorylé, perd sa capacité de 
séquestrer les facteurs de transcription de la famille E2F qui régularisent 
plusieurs gènes dont les produits sont nécessaires pour la régulation des phases 
G 1 et S du cycle cellulaire ( cycline E) ou pour la réplication de I' ADN 
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( dihydrofolate rédu~e, thymidine kinase, thymidylate synthase, histone 
H2A) (Nevins, 1992; Grana et al., 1998). Conttairement au complexe cycline 
E-cdk2, pRb semble être l'unique substrat du complexe enzymatique cycline 
D-cdk4/6 (Sherr et Roberts, 1995). Les cyclines D sont considérées comme 
des senseurs d'agents mitogéniques, ce sont elles qui démarrent la machinerie 
du cycle cellulaire (Sherr, 1993). 
Vers la fin de la phase G 1 et au début de la phase S, la cycline E appuie 
la cycline D dans la progression du cycle (Sherr, 1993). Son expression semble 
contrôlée en partie par pRb. En effet, Geng et al. ont identifié des sites de 
liaison à E2F dans le promoteur de la cycline E et ont montré que ceux-ci 
étaient responsables de la régulation transcriptionnelle de la cycline E ( 1996). 
Dans la même année, un autre groupe de chercheurs a démontré que 
l'expression de cette cycline était déréglée dans des fibroblastes issus 
d'embryon de souris pRb-/-: l'ARNm de la cycline E apparaissant plus tôt 
dans la phase G 1 comparativement aux cellules pRb+/+ et les niveaux 
protéiques étant plus élevés (Herrera et al., 1996). La cycline E associée à sa 
sous-unité catalytique cdk2 participe elle aussi à la phosphorylation de pRb, 
mais aurait également d'autres substrats dont la phosphorylation est nécessaire 
à la synthèse d' ADN (Ohtsubo et al., 1995; Resnitzky et Reed, 1995; Krude et 
al., 1997; Zhao et al., 1998, Leone et al., 1999). 
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Des études ont aussi démontré que la phosphorylation séquentielle de 
pRb par la cycline D-cdk4/6 puis par la cycline E-cdk2 était importante, 
puisque le complexe cycline E-cdk2 est incapable d'agir sur pRb sans sa 
phosphorylation préalable par le complexe cycline D-cdk4/6 (Lundberg et 
Weinberg, 1998). Il est important de noter que les différents complexes 
phosphorylent pRb sur différents sites (Connell-Crowley et al., 1997; 
Zarkowska et Mittnacht, 1997). L'activité des deux complexes serait donc 
nécessaire à la phosphorylation complète de pRb qui marque le point de non-
retour, ou point de restriction (point R), c'est-à-dire le point en phase G l 
tardive où les cellules deviennent indépendantes des signaux mitogéniques 
extérieurs pour leur progression dans le cycle cellulaire (Pardee, 1989). 
Suite à leur assemblage, l'activation complète des complexes cycline D-
cdk4/6 et cycline E-cdk2 requiert leur phosphorylation sur un résidu thréonine 
(thréonine 160) par la CAK (CDK-activating kinase), qui est elle-même une 
enzyme composée d'une cycline, la cycline H, et de sa sous-unité catalytique, 
cdk7 (Fischer et Morgan, 1994). La kinase Weel peut quant à elle ajouter un 
phosphate sur un résidu tyrosine de la cdk, mais cela résulte en l'inactivation 
du complexe. Pour retrouver son activité, une phosphatase de la famille Cdc25 
doit intervenir sur cette même tyrosine (Morgan, 1997). 
Pour prouver le rôle des cyclines dans la progression de la phase G 1, 
plusieurs études ont confinné que la surexpression des cyclines D et E 
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diminuait la durée de la phase G l, diminuait le volume cellulaire et réduisait le 
besoin en facteurs de croissance pour la transition de la phase G 1 à la phase S 
(Ohtsubo et Roberts, 1993; Quelle et al., 1993; Resnitzky et al., 1994; 
Resnitzky et Reed, 1995). La co-surexpression des cyclines ayant un effet 
additif, cela suggère également que chacune d'elle contrôle un événement 
différent requis pour la progression vers la phase S du cycle cellulaire 
(Resnitzky et Reed, 1995). 
2.2.2. Les inhibiteurs du cycle cellulaire 
Il existe quatre mécanismes gouvernant l'activité des cdks. Comme 
décrit dans la section précédente, le premier mécanisme repose sur la liaison de 
la cdk avec la cycline. Subséquemment, la complète activation survient suite à 
la phosphorylation par la CAK. Cependant, des kinases régulatrices tels Weel 
peuvent se mettre de la partie pour inhiber l'activité des complexes qui peut 
toutefois être recouvrée suite à l'action des phosphatases de la famille de 
Cdc25. Un dernier mécanisme de régulation repose sur l'expression 
d'inhibiteurs des complexes cycline-cdk (CKI: cycline-kinase inhibitor). Ces 
derniers sont regroupés en deux familles selon leur mode d'action et leurs 
cibles. 
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2.2.2.1. La famille INK.4 
Cette famille d'inhibiteurs est constituée de protéines de 15-20 kDa qui 
ont en commun la répétition, dans leur séquence, de quatre motifs ankyrin 
(Semmo et al., 1993; Sherr, 1995). De part leur liaison aux cdk4/6, elles 
préviennent l'assemblage des complexes cycline D-cdk4/6 et induisent ainsi 
l'arrêt en phase Gl du cycle cellulaire (Sherr et Roberts, 1995). C'est 
d'ailleurs de cette fonction que la famille puise son nom: inhibiteurs de cdk4 
(INK.4). Les membres de cette famille sont représentés par les inhibiteurs 
p16INK4A (Serrano et al., 1993), p15INK49 (Hannon et Beach, 1994), p18INK4c 
(Guan et al., 1994; Hirai et al., 1995) et pl9™1'40 (Hirai et al, 1995; Chan et al., 
1995). 
Malgré leur fonction commune, l'absence de redondance entre les 
membres pourrait s'expliquer par leur réponse à des signaux antiprolifératifs 
distincts. Jusqu'à présent, l'expression de pl6INK4A a été associée à la 
sénescence; les niveaux d'expression de cet inhibiteur augmentent 
dramatiquement à mesure que les fibroblastes et cellules épithéliales prennent 
de l'âge (Alcorta et al., 1996; Hara et al., 1996; Remikoff et al., 1996; Serrano 
et al., 1996). On a aussi suggéré un rôle de pl6INK4A dans le maintien de 
l'intégrité du génome (Sherr, 1996). Récemment, un rôle dans l'inhibition de 
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la prolifération par les contacts cellule-cellule lui a également été attribué 
(Wieser et al., 1999). 
Le TGF~ est le seul inducteur connu de p 15INK4B (Hannon et Beac~ 
1994; Reynisdottir et Massague, 1997; Sandhu et al., 1997). Quant aux autres 
membres, un traitement des cellules Daudi avec l'interféron a modifie le patron 
d'expression de pl81NK4c (Sangfelt et al., 1997), tandis que l'interleukine-6 
induit lexpression des inhibiteurs pl 81NK4c et p 191NK4D dans les cellules 
hématopoïétiques, ce qui corrèle avec l'arrêt en G 1 et une différenciation 
terminale (Morse et al., 1997). 
2.2.2.2. La famille Cip/Kip 
Cette deuxième famille d'inhibiteurs a un plus large spectre d'action. 
Leur aptitude à bloquer l'activité des complexes cycline D-cdk4/6 et cycline E-
cdk2 en font des inhibiteurs généraux regroupés sous le terme de «cdk 
inhibitory protein» ou encore «kinase inhibitory protein» (Cip/Kip ). 
Un membre de la famille à avoir été identifié est une protéine de 2lkDa 
subséquemment nommée p2 l (Cip 1, W afl, Sdil, et Cap20 étant les autres 
surnoms donnés à cette même protéine) (Sherr et Roberts, 1995). Son 
expression est induite dans les fibroblastes durant la transition GO-G 1 (Li et al., 
1994). Effectivement, on croit que p21 agirait comme facteur d'assemblage 
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pour les complexes cycline-cdk lorsqu'une seule molécule est liée au 
complexe, tandis que la liaison de plusieurs inhibiteurs médierait l'inactivation 
du complexe et ainsi l'arrêt en phase Gl du cycle cellulaire (Zhang et al., 
1994b; Sherr, 1994). L'expression de cet inhibiteur peut être contrôlée par le 
suppresseur de tumeur et facteur de transcription p53 (El-deiry et al., 1993), ce 
dernier étant requis pour l'arrêt en phase Gl du cycle cellulaire en réponse aux 
dommages à l' ADN occasionnés par les radiations ionisantes, une étape 
nécessaire pour la réparation de l' ADN ( Kastan et al., 1991; Kuerbitz et al., 
1992). Il apparaît d'ailleurs que c'est via p21 que p53 assure sa fonction 
d'inhibition de la prolifération suite à des dommages au niveau de l' ADN 
(Deng et al, 1995). p2 l a également été isolé en tant que protéine qui 
s'accumulait dans des fibroblastes approchant la sénescence suggérant un rôle 
pour cet inhibiteur dans la perte de la capacité proliférative des cellules agées 
(Noda et al., 1994). Finalement, une augmentation de l'expression de p21 a été 
observée dans des lignées cellulaires hématopoïétiques entamant un processus 
de différenciation (Jiang et al., 1994; Steinman et al., 1994). 
p27 (Kip l) est un second inhibiteur de cette famille qui a été isolé à 
partir de lysats cellulaires bouillis (Polyak et al., 1994a). Contrairement à p21, 
l'expression de p27 est élevée dans les cellules quiescentes et décline durant la 
transition GO-S (Firpo et al., 1994; Kato et al., 1994; Nourse et al., 1994; 
Slingerland et al., 1994). p27 jouerait justement un rôle dans le maintien de 
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l'état de quiescence (Rivard et al., 1996; Ladha et al., 1998). De plus, il y 
aurait une relation entre l'inhibition de la prolifération par contacts cellule-
cellule et l'expression de cet inhibiteur (Polyak et al., 1994; Levenberg et al., 
1999). Outre cela, p27 participe à l'inhibition de prolifération cellulaire causée 
par le TGFP (Polyak et al., 1994; Reynisdottir et al., 1995) et des analogues ou 
inducteurs de l' AMPc en augmentant, dans ce dernier cas, la synthèse et en 
diminuant le taux de dégradation de cet inhibiteur (Kato et al., 1994). 
Finalement, p57 (Kip2) constitue le dernier représentant de cette famille 
d'inhibiteurs. Contrairement aux protéines ubiquistes p21 et p27, l'expression 
de p57 se limite à quelques tissus (notamment le placenta, l'intestin, le muscle 
squelettique, le cœur, les reins, les poumons, le pancréas et le cerveau) 
suggérant un rôle spécialisé de cet inhibiteur dans le contrôle du cycle cellulaire 
(Lee et al., 1995; Matsuoka et al., 1995; Sherr et Roberts, 1995). 
2.2.3. Influence des p42/p44 MAPKs au cœur du cycle cellulaire 
Au cours de la section précédente, j'ai résumé les données démontrant 
l'importance de la voie p42/p44 MAPKs dans la prolifération cellulaire et, plus 
précisément, dans la transition G 1-S du cycle cellulaire puisqu'elle constitue 
l'étape limitante de la progression du cycle. Une question survient donc à 
savoir quelle est la conséquence de l'activation des p42/p44 MAPKs sur les 
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protéines qui régularisent la phase G 1 du cycle cellulaire? Comme l'expression 
de la cycline D 1 est dépendante de la présence de facteurs de croissance et que 
l'activation des p42/p44 MAPKs constitue le pouvoir prolifératif des agents 
mitogènes, il s'avère logique de penser qu'il existe un lien étroit entre eux. 
Dans des trophoblastes humains (JEG-3), l'activité du promoteur de la 
cycline Dl est stimulée par la surexpression de la p42 MAPK tandis qu'un 
mutant dominant négatif de cet isoforme réprime cet effet (Albanese et al., 
1995). L'expression d'un mutant dominant-négatif de la MEKl, de p44 
MAPK ou la simple expression de MKP-1 bloque l'activité du promoteur de la 
cycline Dl ainsi que l'expression de la protéine dans les fibroblastes (CCL39) 
en phase exponentielle ou stimulés par du sérum 10% , tandis qu'un mutant 
constitutif actif de la MEK 1 a l'effet inverse (Lavoie et al., 1996). L'activation 
d'un mutant constitutif actif de la MEKl (MEKl-ER) sous le contrôle du 4-
hydroxytamoxifen, analogue de l'estradiol, dans des cellules NIH-3T3 résulte 
en l'induction de l'expression de la cycline Dl (Greulich et Erikson, 1998). 
Tous ces résultats suggèrent un rôle des p42/p44 MAPKs dans le contrôle de 
l'expression de la cycline D 1 et ainsi, établissent un lien direct entre 
l'activation des p42/p44 MAPKs et la progression du cycle cellulaire. 
De plus, on a déjà établi une corrélation entre ces p42/p44 MAPKs et la 
dégradation de l'inhibiteur p27Kipl qui survient lors de la transition GO-S. Dans 
les cellules NIH-3T3 exprimant MEK-ER, l'ajout de 4-hydroxytamoxifen suffit 
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à provoquer une baisse de l'expression de p27Kip1 (Greulich et Erikson, 1998). 
De plus, nous avons récemment démontré que la stimulation de la cascade des 
p42/p44 MAPKs était nécessaire et suffisante à la diminution d'expression de 
p27Kipl en réponse aux facteurs de croissance et ce, dans les fibroblastes et les 
cellules épithéliales intestinales (Rivard et al., 1999). In vitro, les p42/p44 
MAPKs sont capables de phosphoryler p27 empêchant ce dernier de lier et 
d'inhiber l'activité cdk2 (Kawada et al., 1997; Alessandrini et al., 1997; 
Kerkhoff et Rapp, 1998). Malgré ces résultats, on demeure toutefois en faveur 
d'un rôle du complexe enzymatique cycline E-cdk2 dans la phosphorylation de 
p27Kipt qui est alors dirigé, après ubiquitination, vers le protéasome pour y être 
dégradé (Sheaff et al., 1997; Vlach et al., 1997; Nguyen et al., 1999). 
3. MÉCANISMES MOLÉCULAIRES DE RÉGULATION DE 
L'APOPTOSE 
La mort cellulaire programmée a initialement été décrite comme étant la 
mort cellulaire qui survenait en des endroits prédictifs et en des temps 
prédictifs au cours du développement pour ainsi mettre l'emphase sur le fait 
que la mort était programmée dans le plan de développement de l'organisme 
(Lockshin et Williams, 1964). Aujourd'hui, quelques formes de mort cellulaire 
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programmée ont été décrite dont la fonne prédominante est l'apoptose. Celle-
ci a été désignée comme un processus physiologique qui survient lorsqu'une 
cellule, à l'intérieur d'un organisme, meurt par un mécanisme orchestré par des 
protéines codées par son propre génome (Vaux et Strasser, 1996). Le but de ce 
processus est d'éliminer les cellules non voulues et est mis en application dans 
trois situations particulières : 1- dans le développement et l'homéostasie, 2- en 
tant que mécanisme de défense et 3- dans le vieillissement des cellules (Vaux et 
Strasser, 1996). L'apoptose se distingue donc d'un autre processus de mort 
cellulaire, la nécrose. Cette dernière met en évidence un processus 
pathologique qui se manifeste lorsque les cellules sont exposées à de sérieuses 
insultes physiques ou chimiques et s'achève avec le relâchement du contenu 
cytoplasmique presqu'intact provoquant ainsi une inflammation. Par 
opposition, au cours de l'apoptose, la lyse douce (relâchement du contenu 
cytoplasmique réduit à sa plus simple expression) n'entraîne aucune réponse 
inflammatoire. La figure 5 schématise les signes morphologiques distinctifs 
des deux types de mort cellulaire. 
On peut identifier une cellule apoptotique de part ses caractéristiques 
morphologiques et biochimiques. Contraction cellulaire, condensation 
cytoplasmique, ségrégation et condensation de la chromatine, déformation de la 
membrane cellulaire, libération de corpuscules apoptotiques ainsi que la 
fragmentation intemucléosomique de I' ADN sont tous des marques indiquant 
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Figure 5. Apoptose versus nécrose 
Tiré et modifié de Boehringer Mannheim, Apoptosis and cell proliferation, 
1998 
t"' :---~ rQ~ 
~ I I 
normal 
normal 
f > • \ f \ \ 








(t · ~ . ~ \ 
1 1 ... ~ .j')) 
\ ~ 
l ' • ~ l 




irreversible swell ing 
condensation (cell blebbing) fragmentation 
membrane breakdown 
P v 'c~ -'.c ,\1 
/i'O f v ! ~ j _,- \ 
~\\\\01\ ... 





sans contredit le cheminement d'une cellule vers la mort cellulaire programmée 
(Loo et Rillema, 1998). Le processus apoptotique peut être décomposé en trois 
étapes: 1- une étape d'initiation qui peut être induite par de nombreux signaux 
létaux exogènes (carence en substances essentielles à la prolifération 
cellulaire), endogènes (lésions génomiques del' ADN) ou mixtes (dans le cas 
des infections virales), 2- une étape d'exécution où les systèmes antagonistes 
d'activation ou d'inhibition des voies apoptotiques (tel celui gouverné par les 
membres anti- et pro-apoptotiques de la famille des homologues Bcl-2) vont 
juger si les signaux létaux de l'étape d'initiation sont suffisants pour diriger les 
cellules vers un programme apoptotique, 3- si tel est le cas, ces signaux vont 
converger vers l'activation d'enzymes protéolytiques, les caspases, qui vont se 
charger des clivages protéiques et de l'induction de l'apoptose nucléaire 
résultant en une étape de dégradation menant à la mort cellulaire programmée 
qui présente les caractéristiques morphologiques et biochimiques décrites un 
peu plus tôt au cours de cette introduction. 
Jusqu'à présent, deux classes de protéines ont été clairement décrites 
pour leur implication dans le processus de mort cellulaire programmée : les 
homologues Bcl-2 et les caspases. 
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3.1. La famille des homologues Bcl-2 
Les protéines de la famille des homologues Bcl-2 (fig. 6) constituent des 
régulateurs centraux de la réponse apoptotique, cependant quelques signaux 
apoptotiques tels que ceux médiés par les cytokines de la famille du TNF 
peuvent contourner cette voie de régulation (Adams et Cory, 1998). 
Composées de membres anti- (Bcl-2, Bel-XL , Mcl-1, Bcl-w, Al) et pro-
apoptotiques (Bax, Bak, Bad, Bikl, Bcl-Xs , Bid), ces protéines, à l'exception 
de Bad et Bid, de part leur séquence d'acides aminés hydrophobes en leur 
extrémité C-terminale, peuvent être dirigées post-traductionnellement vers les 
membranes mitochondriale, du réticulum endoplasmique et du noyau pour y 
être ancrées (Rao et White, 1997; Reed, 1998). 
La dimérisation entre membres de la famille des homologues Bcl-2 est 
un mécanisme substantiel par lequel leur activité anti- et pro-apoptotique est 
contrôlée. La comparaison des séquences des homologues Bcl-2 a permis 
d'identifier quatre domaines conservés entre eux que l'on a par la suite désigné 
comme domaine d'homologie à Bcl-2 (BH) ; BHI, BH2, BH3, et BH4. La 
structure tertiaire adoptée par la présence des domaines BH l, BH2 et BH3 
formerait une poche hydrophobe à laquelle un domaine BH3 d'un second 
homologue Bcl-2 peut se lier (Adams et Cory, 1998). Suite à des études de 
mutagénèse, ce domaine BH3 s'est avéré être crucial pour la dimérisation 
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Figure 6. Les membres anti- et pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 
Traduit de Reed, 1998 
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entre homologues Bcl-2 et l'induction de l'apoptose (Kelekar et Thompson, 
1998). Quant au domaine BH4, il serait requis pour l'interaction protéine-
protéine entre un homologue Bcl-2 (Bcl-2 et Bel-XL) et une seconde protéine 
n'appartenant pas à cette famille telle que Raf-1, R-Ras (une GTPase de 23kDa 
ayant 50% d'homologie avec p21Ras) et Apaf-1 (Reed, 1998). Cependant, on 
lui a récemment attribué un second rôle dans l'hétérodimérisation de Bcl-2 
avec Bax qui serait essentiel pour la promotion de la fonction anti-apoptotique 
de Bcl-2 (Hirotani et al., 1999). 
Ainsi, les membres anti-et pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 sont 
aptes à fonner des homodimères et/ou des hétérodimères entre eux avec 
différentes affmités (Farrow et Brown, 1996). Cette fonction permet de titrer 
chacun des membres et par conséquent, le ratio entre membres anti- et pro-
apoptotiques devient décisif dans la réponse de la cellule aux signaux perçus. 
Ce ratio peut-être régulé par 1- leur niveau d'expression protéique et 2- par 
épissage alternatif de I' ARNm ou de la protéine. Citons ici l'exemple de Bcl-
XL , un membre anti-apoptotique de la famille des homologues Bcl-2, dont 
l' ARNm ou même la protéine peuvent être clivés pour laisser place à Bcl-Xs, 
un membre pro-apoptotique. 
Il existe d'autres modes de régulation de la fonction des homologues 
Bcl-2. Malgré que la phosphorylation de Bcl-2 ait déjà été associée à sa perte 
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de fonction (Chen et Faller, 1996; Haldar et al., 1995), une protéine Bcl-2 
phosphorylée conîere une résistance contre l'induction de l'apoptose dans 
plusieurs systèmes (Dimmeler et al., 1999; Horiuchi et al., 1997; Ruvolo et al., 
1999). À l'opposé, la phosphorylation de Bad inhibe sa fonction pro-
apoptotique (Blume-Jensen et al., 1998; Datta et al., 1997; del Peso et al., 
1997; Scheid et Duronio, 1998; Zha et al., 1996). Dans le cas du pro-
apoptotique Bid, son clivage post-traductionnel lui permettrait de transloquer à 
la membrane mitochondriale et de se dimériser avec d'autres membres de la 
famille Bcl-2 (Li et al., 1998; Luo et al., 1998). 
Pour prouver le rôle incontestable de ces protéines dans le contrôle de la 
mort cellulaire programmée soulignons le fait que la surexpression de Bcl-2 
prolonge la survie cellulaire suite à des stimuli apoptotiques tels que la 
privation des cellules hematopoïetiques en lymphokines, le traitement des 
thymocytes aux glucocorticoïdes et la privation en NGF des neurones 
sympathiques fœtaux, alors que la suppression de l'expression de Bcl-2 induit 
ou accélère l'apoptose (Reed, 1994). À l'opposé, la surexpression de Bax, un 
membre pro-apoptotique de la famille des homologues Bcl-2, a pour effet 
d'accélérer la mort cellulaire en réponse à certains stimuli apoptotiques tels que 
la privation en facteurs de croissance, l'irradiation ou le traitement aux 
glucocorticoïdes chez les thymocytes (Brady et al., 1996a; Oltvai et al., 1993). 
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En plus des membres anti-apoptotiques des homologues Bcl-2, une autre 
protéine pourrait jouer un rôle anti-apoptotique. Il s'agit de Bag-1, tout 
d'abord identifiée comme une protéine liant Bcl-2, qui pourrait médier son 
action via sa liaison à Raf-1 qui résulte en son activation (Wang et al., 1996). 
Une récente étude semble vouloir démontrer que Bcl-2, via son domaine BH4, 
lie Raf-1 pour diriger cette dernière vers la membrane mitochondriale. Par la 
suite, Bag-1 pourrait favoriser l'activation de cette sérine/thréonine kinase qui 
phosphorylerait Bad, un pro-apoptotique, pour l'inactiver et ainsi protéger la 
cellule contre l'apoptose (Wang et Reed, 1998). 
3.2. Les caspases 
Les caspases constituent la machinerie protéolytique de l'apoptose. 
Composée d'au moins 13 membres, cette famille a la particularité de cliver 
leurs substrats après un acide aspartique (Margotin et al., 1997; Wilson et al., 
1994 ). Les différentes caspases sont regroupées en trois sous-familles selon 
leur spécificité de reconnaissance de substrat : la famille de la CASP-1 qui 
reconnaît la séquence (WL)EHD, la famille de la CASP-3 reconnaissant la 
séquence DEXD et la famille de la CASP-8 reconnaissant la séquence 
(NL )EXD et où X est n'importe quel acides aminés (Salvesen et Dixit, 1997). 
Jusqu'à présent, les substrats des caspases peuvent être regroupés en trois 
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catégories : les caspases, les protéines qui doivent être inactivées pour 
promouvoir l'apoptose et celles qui sont activées suite à leur clivage (Kidd, 
1998; Salvesen et Dixit, 1997). 
Les caspases sont d'abord synthétisées en tant que pro-enzymes qui sont 
d'abord clivées pour fonner un hétérodimère puis l'association de deux 
hétérodimères donne lieu à une enzyme hétérotétramérique active (Thomberry 
et Lazebnik, 1998). La figure 7 nous pennet de visualiser la protéolyse qui 
survient et qui permet l'activation des caspase-1 (A) et -3 (B). Entre autres, 
ces dernières ont déjà été identifiées comme substrats de la caspase-6 (Orth et 
al., 1996). 
La poly(ADP)-ribose polymérase, la composante de 70kDa de la 
ribonucléoprotéine-Ul (Ul-70K), la sous-unité catalytique de la protéine 
kinase dépendante de l' ADN (DNA-PK), l'inhibiteur de dissociation du GDP 
pour la famille de GTPases Rho (04-GDO, pRb, la fodrine, l'actine et les 
lamines sont tous des substrats des caspases qui sont inactivés suite à leur 
clivage (Kidd, 1998). Comme on peut le constater, l'inactivation de la fonction 
de ces protéines impliquées dans la réparation de l'ADN, dans l'épissage de 
l' ARNm, dans les événements cytosquelettiques, dans la progression du cycle 
cellulaire et dans le maintien de la fonne et de l'intégrité cellulaire conduit 
inévitablement les cellules vers la mort cellulaire programmée. 
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Figure 7. Activation des caspase-1 et caspase-3 par clivage 
Tiré et modifié de Orth et al., 1996 
À noter que 1 'enzyme active est un hétérotétramère et non un hétérodimère 












Finalement, il existe aussi des protéines dont le clivage par les caspases 
active leur activité intrinsèque et favorise ainsi l'apoptose. Citons dans ce 
dernier cas, la PKC3, la PKC9, la MEKKl et l'ICAD (Inhibitor of caspase-
activated deoxyribonuclease) (Kidd, 1998). Ce clivage de l'ICAD par les 
caspases est important puisqu'il permet de générer une CAO (caspase-activated 
deoxyribonuclease) active responsable de la fragmentation intemucléosomale 
de l 'ADN (Porter, 1999; Thomberry et Lazebni~ 1998). 
Récemment, lors d'une conférence spéciale présentée par l'American 
Association for Cancer Research (AACR), les fonctions des caspases ont été 
regroupées en trois catégories (Faivre, 1998). Les enzymes du groupe 1 
( caspases 1, 4 et 5) ont une affinité pour les structures protéiques hydrophobes 
et jouent un rôle dans la maturation des cytokines. Le deuxième groupe 
composé des caspases 2, 3 et 7 constitue les principaux effecteurs de 
l'apoptose, tandis que les enzymes du troisième groupe (caspases 6, 8, 9 et 10) 
reconnaissent une séquence correspondant aux sites d'activation des 
proenzymes effectrices du groupe 2 ce qui leur attribue probablement un rôle 
d'amplification en amont de la cascade protéolytique létale. 
Pour clarifier quelque peu la fonction des caspases, mentionnons la 
notion de caspases initiatrices ( caspases 6, 8, 9 et 10) et caspases effectrices 
( caspases 2, 3 et 7). La pensée générale veut que différentes caspases 
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initiatrices médient des signaux distincts. Celles-ci seraient activées par la 
présence de cofacteurs nécessaires à leur activation. Par exemple, la pro-
caspase-8, associée à l'apoptose induite par les cytokines de la famille du TNF, 
serait activée suite à sa liaison avec le co-facteur F ADD (Fas-associated protein 
with death domain) grâce au domaine DED (death effector domain). Quant à la 
pro-caspase-9 surtout impliquée dans la mort induite par les agents 
cytotoxiques, son activation nécessiterait la présence du cofacteur AP AF-1 qui 
lierait la pro-caspase-9 via leur domaine CARD (caspase recruitment domain) 
ainsi que les cofacteurs cytochrome C et le dA TP ( deoxyadenosine 
triphosphate) (Thomberry et Lazebnik, 1998). On croit que les cofacteurs 
serviraient à rapprocher plusieurs pro-caspases et ainsi pennettre leur 
autoactivation protéolytique intermoléculaire. L'activation de la pro-caspase-9 
sera discutée un peu plus en détail au cours de cette introduction. 
Une fois les caspases initiatrices activées, celles-ci convergeront le 
signal vers l'activation de caspases effectrices communes. Ce modèle explique 
donc pourquoi des signaux apoptotiques distincts induisent des changements 
biochimiques et morphologiques similaires (Thomberry et Lazebnik, 1998). 
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3.3.La mitochondrie: le lien entre les homologues Bcl-2 et les caspases? 
Depuis 1994, on soupçonne la mitochondrie de jouer un rôle important 
dans le processus d'apoptose (.l.amz.ami et al., 1994). En effet, tôt dans la mort 
cellulaire programmée, il y a rupture du potentiel trans-membranaire (ou 
transition de pennéabilité) établi entre les membranes mitochondriales interne 
et externe. Cette transition de perméabilité a pour effet de pennettre la 
libération de protéines intennembranaires tels que les pro-caspases -3 et -9, le 
facteur AIF (pour Apoptosis lnducing Factor) et le cytochrome C vers le 
cytoplasme en passant à travers la membrane externe via la fonnation d'un 
mégacanal protéique, le <<permeability transition pore (PT)» ( Faivre, 1998; 
Green et Reed, 1998). 
En effet, il a été démontré que des pro-caspases -3 étaient localisées 
dans l'espace intennembranaire des mitochondries et étaient libérées dans le 
cytoplasme suite à un stimulus apoptotique (Mancini et al., 1998). Le 
phénomène semble se répéter avec la pro-caspase -9 toutefois, il reste à savoir 
où (dans l'espace intennembranaire de la mitochondrie ou dans le cytoplasme) 
et comment ces pro-caspases sont activées (Green et Reed, 1998). 
L' AIF (Apoptosis Inducing Factor) est une protéine de 57 kDa localisée 
dans l'espace intermembranaire de la mitochondrie et qui aurait des 
homologies avec les oxydoréductases bactériennes. Des stimuli apoptotiques 
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causant l'ouverture du PT permettrait la libération de ce facteur qui 
transloquerait au noyau et entraînerait une condensation de la chromatine et une 
dégradation de I' ADN. De plus, la microinjection d' AIF dans le cytoplasme de 
cellules vivantes provoquerait, en plus de ces effets nucléaires, une ouverture 
du PT mitochondriale et permettrait la libération de la caspase-9 et du 
cytochrome C (Susin et al., 1999). Ces résultats suggèrent que l' AIF pourrait 
amplifier la cascade cytochrome C - caspase-9 - caspase-3 décrite ci-dessous 
(Porter, 1999). 
La libération du cytochrome C dans le cytoplasme est une étape 
importante pour la transmission et lamplification de plusieurs signaux 
apoptotiques (Liu et al., 1996; Porter, 1999). Le cytochrome Cet le dATP sont 
des cofacteurs essentiels d'APAF-1 (Apoptotic Protease-Activating Factor-1), 
une protéine cytoplasmique (absente des fractions membranaires des cellules 
vivantes et apoptotiques) de 130kDa possédant en son extrémité C-terminale 
une région de 12 répétitions de 40 séquences WD nommée domaine CARO 
(Caspase recruitment domain) (Zou et al., 1997; Zou et al., 1999). Un modèle 
proposé par Zou et al. (1999) suggère que le dATP est nécessaire pour 
l'hydrolyse d' AP AF-1 qui subit alors des changements de conformation et où 
le cytochrome C 1- permet de stabiliser cette nouvelle conformation d' APAF-1 
et 2- permet la multimérisation d'au moins huit sous-unités d' AP AF-1. Ce 
complexe (apoptosome) permet le recrutement de huit pro-caspase-9 via le 
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domaine CARO d' APAF-1 qui lie le domaine CARO de la pro-caspase-9. Les 
pro-caspase-9 seront alors activées par protéolyse et cette activation est 
nécessaire et suffisante pour l'activation subséquente de la pro-caspase-3 in 
vitro (Green et Reed, 1998; Li et al., 1997; Zou et al., 1997). Pour prouver 
l'importance du cytochrome C dans la réponse apoptotique, mentionnons que 
son immunodéplétion d'extraits cellulaires bloque l'activation de la caspase-3 
et la fragmentation de l' ADN (Liu et al., 1996; Yang et al., 1997). 
Finalement, il s'est avéré que Bcl-2 et Bcl-Xt, deux membres anti-
apoptotiques de la famille des homologues Bcl-2, de par leur localisation au 
niveau de la membrane mitochondriale, pouvaient bloquer la relâche du 
cytochrome C de la mitochondrie et l'activation de la caspase-3 prévenant ainsi 
l'apoptose (Kharbanda et al., 1997; Kluck et al., 1997; Yang et al., 1997). Bcl-
2 a également été demontré pour bloquer l'activation de la caspase-3 et la 
fragmentation de l 'ADN entraînées par la libération de l 'AIF de la 
mitochondrie (Susin et al., 1996). En plus de la régulation du PT, il existe un 
second mécanisme par lequel les homologues Bcl-2 pourraient bloquer 
l'activation de la pro-caspases-9. En effet, un complexe tertiaire composé de 
Bcl-Xt , Apaf-1 et de la pro-caspase-9 a déjà été observé suggérant que cet 
homologue pouvait inhiber l'activation de la pro-caspase-9 dépendante 
d'APAF-1 (Hu et al., 1998). Quant aux membres pro-apoptotiques tel que Bax 
et Bid, en s'hétérodimérisant avec Bel-XL , empêcheraient la liaison de ce 
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dernier à AP AF-1 et ainsi, suite à la libération du cytochrome C, permettrait la 
fonnation d'un complexe cytochrome C - AP AF-1 - caspase-9 menant 
subséquemment à l'activation de la caspase-3 et à l'induction de l'apoptose 
(Pan et al., 1998; Porter, 1999). 
3.4. Signaux de transduction anti- et pro-apoptotiques 
Dans la section précédente, les protéines effectrices de l'apoptose ont 
été décrites, mais quelles sont les voies de signalisation suffisantes et 
nécessaires pour diriger les cellules vers un programme apoptotique et quelles 
sont les voies de transduction promouvant un signal de survie? 
Malgré que le mécanismes d'action ne soit pas clairement défini, de 
récentes évidences supportent un rôle du TGFP non seulement dans la 
régulation de la prolifération mais également dans l'apoptose. En effet, le 
TGFP induit l'apoptose dans plusieurs types de cellules incluant les 
hépatocytes et plusieurs hépatomes (Fan et al., 1996; Fukuda et al., 1993; 
Hsing et al., 1996; Lin et Chou, 1995; Oberhammer et al., 1992; Sanchez et 
al. , 1996). De plus, la surexpression de Smad4, une protéine impliquée dans la 
signalisation du TGFP, entraîne l'apoptose des cellules MDCK (Atfi et al., 
1997). Cependant, les mécanismes par lesquels le TGFP exerce son action pro-
apoptotique est peu connu. Dans certains cas, on observe une diminution de 
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l'expression de la protéine anti-apoptique Bcl-2 (Lafon et al., 1996; 
Selvakumaran et al., 1994) suite au traitement de cellules avec le TGFP. De 
plus, certaines caspases pourraient être activées en réponse au TGFP (Chen et 
Chang, 1997; Choi et al., 1998). Finalement, on ne peut exclure le rôle du 
facteur de transcription E2F-1 dans l'apoptose induite par le TGFP puisque 
l'inhibition de pRb semble régulariser positivement l'apoptose induite par cette 
cytokine (Choi et al., 1999; Fan et al., 1996). 
Certaines cytokines de la superfamille du TNF (Tumor Necrosis Factor) 
comprenant entre autres le TNFa, FasL, CD40 et le TRAIL (TNF-Related 
Apoptosis-Inducing Ligand), ont été associées à la mort cellulaire programmée 
(Nagata, 1997). L'originalité des récepteurs liant ces cytokines, plus 
particulièrement le récepteur 1 du TNF (TNFRI) et le Fas, repose sur 1- une 
région extracellulaire composée de 2 à 6 répétitions de domaines riches en 
cystéines et 2- une région cytoplasmique ayant peu de similarité mais ayant 
tout de même un domaine homologue qui laissait au départ présager un rôle 
essentiel de ce domaine dans la transmission du signal apoptotique (Nagata, 
1997). Ce domaine a par la suite été identifié comme le «death domain». Suite 
à une stimulation par le TNF ou le FasL, les récepteurs TNFRI ou Fas vont 
s'oligomériser pour former un trimère (Banner et al., 1994; Gross et Dower, 
1995; Smith et al., 1994) permettant le recrutement d'adapteurs intracellulaires 
via leur «death domain>>. L'activation du TNFRI va ainsi permettre le 
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recrutement du TRADD (TNFRl-Associated Death Domain protein) tandis que 
l'activation du Fas va recruter le FADO (Fas-Associated protein with Death 
Domain) aussi surnommé MORTl (Hsu et al, 1995; Kischkel et al., 1995). 
C'est grâce à leur propre «death domairu> que ces adapteurs vont pouvoir se lier 
au «death domain>> des récepteurs actifs. L'association de F ADD à TRADD 
constitue une voie commune de transduction du signal partagé par le TNF et le 
FasL (Hsu et al., 1996b). La transmission du signal apoptotique pourra alors se 
faire via l'interaction de la caspase-8 qui mènera à l'activation d'une cascade 
de caspases (Ashkenazi et Dixit, 1998; Boldin et al., 1996). Une autre voie 
apoptotique utilisée par le lNFRI est le recrutement de RIP (Receptor 
Interacting Protein), une sérine/thréonine kinase, par le TRADD (Hsu et al., 
l 996a). RIP serait relié au processus apoptotique de par sa fonction de lier 
RAIDD (RIP-Associated lch-1/Ced-3 homologous protein with a Death 
Domain) ce dernier étant utile dans le recrutement de la caspase-2 (Duan et 
Dixit, 1997). 
Les signaux intracellulaires médiés par les récepteurs du TNF incluent 
également l'activation du NFKappaB (Nuclear Factor Kappa B), un facteur de 
transcription ubiquiste régularisé par un inhibiteur cytoplasmique, la protéine 
IKappaB. L'activation du NFKappaB est médiée par les protéines de la famille 
TRAF (lNF Receptor-Associated Factor). Entre autres, TRAF2 lie 
indirectement TNFRI via TRADD et RIP (Nagata, 1997). Il y a alors 
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recrutement et activation de NIK (NFKappa B Kinase) (DiDonato et al., 1997; 
Mercurio et al., 1997). L'activation subséquente de IKK (Inhibiteur de Kappa 
B KiniR) permettrait la phosphorylation de IkappaB qui serait dirigé vers le 
protéasome pour y être dégradé. Dès lors, NFKappa B n'est plus retenu dans le 
cytoplasme et peut transloquer dans le noyau pour activer la transcription de 
gènes impliqués dans la survie cellulaire. En effet, un défaut dans la cascade 
d'activation du NFKappa B résulte en une réponse apoptotique plus prononcée 
suite à une stimulation des cellules avec le TNF suggérant qu'une des cibles du 
NFKappaB code pour un facteur de survie (Beg et Baltimore, 1996; Liu et al., 
1996; Van Antwerp et al., 1996; Wang et al., 1996). Ces résultats sont en 
accord avec le fait que la signalisation du FasL, qui n'active pas NFKappaB, 
médie un signal apoptotique plus puissant que le TNF (Nagata, 1997). Comme 
on peut le constater, la particularité de la signalisation des cytokines de la 
superfamille du TNF menant à l'apoptose est indépendante d'une régulation 
par les membres de la famille des homologues Bcl-2 (Adams et Cory, 1998). 
La signalisation par ces cytokines touche directement les caspases, les protéines 
effectrices de l'apoptose. 
Parmi les signaux pro-apoptotiques, les MAPKK3 et MAPKK6, des 
activateurs de la p38 MAP~ la MEK.Kl, un activateur des voies JNKs et 
p42/p44 MAPKs, la p38 MAPK et les JNKs ont toutes déjà été reliées à 
l'induction de l'apoptose dans certains systèmes cellulaires (Jarpe et al., 1998). 
L'implication de la p38 MAPK et des JNKs a surtout été démontrée dans 
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l'induction de l'apoptose observée suite à la privation des cellules en sérum 
(Ham et al., 1995; Jarpe et al., 1998; Le-Niculescu et al., 1999; Xia et al., 
1995). De pl~ le clivage de MEKKl par les caspases et l'activité JNK ont 
tous deux été associés à l' anoilcose, une forme de mort cellulaire programmée 
qui survient lorsque les cellules perdent les contacts qui les unissent à la 
matrice extracellulaire (Cardone et al., 1997; Frisch et al., 1996). 
Plusieurs études ont rapporté que la voie PI3K (phosphatidylinositol 3-
kinase )/ Akt jouait un rôle crucial dans la survie de différents types cellulaires 
(Jarpe et al .• 1998). L'activité PI3K est entre autres requise pour la survie des 
cellules PC12 (Yao et Cooper, 1995) et des fibroblastes (Kennedy et al., 1997) 
privés de sérum. Dans ces exemples, le signal de survie amené par cette kinase 
repose exclusivement sur Akt/PKB, une sérine-thréonine kinase se trouvant en 
aval de la PI3K. Il est à noter que d'autres cibles de la PI3K tels que ILK 
(integrin-linked kinase) (Delcommenne et a/.,1998) et mTOR (Hosoi et al., 
1999) pourraient médier des signaux de survie pour les cellules. Un des 
mécanismes par lequel Akt/PKB pourrait médier son signal de survie est via la 
phosphorylation de Bad, un membre pro-apoptotique de la famille des 
homologues Bcl-2, qui résulte en l'inactivation de sa fonction (Franke et al., 
1997 a, b ). À noter que Raf-1 a également été décrit pour phosphoryler Bad et 
ainsi protéger les cellules de la mort cellulaire programmée (Zha et al., 1996). 
L'activation des p42/p44 MAPKs peut également protéger les cellules 
d'un stimulus pro-apoptotique comme par exemple dans les cellules PC 12 
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privées de sérum (Xia et al., 1995) et dans les cellules L929 traitées au TNFa 
(Gardner et Johnson, 1996). De plus, l'effet protecteur de l'IGF-1 (insulin-like 
growth factor 1) et du N-acétylcystéine dans les cellules PC12 et du VEGF 
(vascular endothelial growth factor) dans les cellules endothéliales 
microvasculaires humaines suite à la privation des cellules en sérum, implique 
l'activation des p42/p44 MAPKs (Gupta et al., 1999; Parriz.as et al., 1997; Yan 
et Greene, 1998). Finalement, il semblerait qu'une simple inhibition des 
p42/p44 MAPKs serait suffisante pour entraîner les cellules vers un programme 
apoptotique (Berra et al., 1998). 
Comme on peut le constater, malgré que l'on connaisse des voies de 
signalisation anti-apoptotiques, le ou les mécanismes par lesquels ils agissent 
pour protéger la cellule contre l'induction de l'apoptose demeurent un sujet 
présentement étudié par plusieurs laboratoires. 
3.5 Relation entre prolifération et apoptose 
Récemment, un lien étroit entre prolifération et apoptose a été établi. En 
effet, il semblerait que les cellules prolifératives soit également prêtes à entrer 
en apoptose (Evan et Littlewood, 1998). Ce serait une façon pour la cellule de 
s'assurer que tous les éléments pour sa survie sont présents et si jamais ce n'est 
pas le cas, la mon par apoptose de la cellule prévient une duplication 
inadéquate de la cellule. Encore une fois, la transition de la phase G l vers la 
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phase S est celle où il y aura décision entre la continuité de la progression du 
cycle cellulaire ou la mort par apoptose de la cellule. 
Aftn de démontrer les liens pouvant exister entre le cycle cellulaire et les 
éléments régulateurs de l'apoptose, mentionnons quelques exemples. Il a été 
démontré dans les thymocytes que la surexpression du pro-apoptotique Bax 
augmentait le nombre de cellules progressant dans le cycle cellulaire tandis que 
la surexpresion de Bcl-2 avait l'effet inverse (Brady et al., 1996b; Linette, et 
al., 1996; Mazel et al., 1996; O'Reilly et al., 1996). De plus, il a été observé 
que la surexpression de Bcl-2 retardait l'entrée en phase S suite à la stimulation 
des cellules T à l'interleukin-2 (Brady et al., 1996b; Linette et al., 1996) à 
l'opposé de Bax qui, au contraire, accélèrait l'entrée des cellules en phase S 
(Brady et al., 1996). Cet effet semble corréler avec le niveau d'expression de 
l'inhibiteur du cycle cellulaire p27Kip1 dont la dégradation suite à un stimulus 
mitogénique est retardée dans les cellules surexprimant Bcl-2 et accélérer dans 
les cellules exprimant Bax (Brady et al., 1996b; Linette et al., 1996). Plus 
récemment, il a été démontré que la diminution d'expression de l'inhibiteur 
p27Kipl dans les cellules surexprimant Bax pennettait une activation de cdk2, 
cette activation étant observée durant l'apoptose des thymocytes (Gil-Gomez et 
al., 1998). Ces mêmes auteurs suggèrent que le rôle de cdk2 dans la mort 
cellulaire des thymocytes est indépendant de son rôle dans la progression du 
cycle cellulaire. En effet, puisque lactivation de cdk2 ne nécessitait pas 
l'association de ses partenaires régulatrices, les cyclines E et ~ ils suggèrent 
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que lors de la mort cellulaire des thymocytes, cdk2 pourrait s'associer avec une 
protéine synthétisée de novo et qui permettrait l'activation de cdk2. Cette 
nouvelle sous-unité régulatrice de cdk2 pourrait altérer la spécificité de substrat 
du nouveau complexe X-cdk2 qui pourrait alors agir sur des cibles promouvant 
la mort cellulaire plutôt que la progression du cycle cellulaire. 
Une autre étude démontre que l'activation de cdk2 générée par l'absence 
de l'inhibiteur p27Kipt permet aux fibroblastes de progresser dans le cycle 
cellulaire seulement en présence de facteurs de croissance. En effet, en absence 
de facteurs de croissance, l'augmentation de l'activité cdk2 médiée par 
l'absence de p27Kipt mène à l'apoptose des cellules (Hiromura et al., 1999). 
Cela suggère donc que la cellule proliférative s'assure d'avoir tous les éléments 
nécessaires pour pennettre sa division adéquate et si ce n'est pas le cas, elle 
empruntera le chemin menant à sa mort cellulaire. 
4. OBJECTIFS DU PROJET DE RECHERCHE 
Mes travaux de maîtrise se sont avérés être deux projets distincts. Dans 
un premier temps, en partant de la première hypothèse que la somatostatine et 
le TGF~ médient des signaux anti-prolifératifs chez les cellules pancréatiques, 
le premier objectif était de regarder l'effet de ces agents sur la prolifération de 
deux lignées cellulaires pancréatiques tumorales humaines, les P ANC-1 et les 
MlA PaCa-2. De plus, comme l' AMPc avait été identifié comme un puissant 
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agent anti-mitogénique pour la plupart des cellules, entre autres les cellules 
pancréatiques (Lieberman et al., 1996; Ohmura et al., 1993), nous avons 
également entrepris des études concernant son effet sur la prolifération 
cellulaire des P ANC-1 et MIA PaCa-2. Pour vérifier cette hypothèse, nous 
avons voulu identifier par quels mécanismes moléculaires (inhibition de la 
cascade p42/p44 MAPKs et/ou régulation de la progression du cycle cellulaire) 
le TGFp, la somatostatine et I' AMPc agissaient pour médier leur action anti-
mitogénique. 
Notre deuxième hypothèse suggérait que les p42/p44 MAP.Ks jouaient 
un rôle important dans la survie des cellules pancréatiques tumorales humaines. 
Le deuxième objectif reposait donc sur l'identification du rôle de cette cascade 
dans la prolifération et la survie des cellules pancréatiques tumorales humaines 
en mettant en évidence ses effets sur les protéines régulatrices de la 
prolifération cellulaire ( cyclines, cdks, inhibiteurs du cycle cellulaire) et de la 
mort cellulaire programmée (homologues Bcl-2 et caspases). 
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CHAPITRE Il 
MATÉRIEL ET MÉTHODES 
1. Matériel 
Le TGF(J a été obtenu de R&D systems (Minneapolis, USA). La 3H-
méthyl-thymidine provenait de Amersham (Oakville, Ontario). L'anticorps 
polyclonal dirigé contre la fonne doublement phosphorylée des p42/p44 
MAPKs ainsi que l'inhibiteur PD98059 ont été achetés chez New England 
Biolabs Inc. (Mississauga, Ontario). Les anticorps polyclonaux dirigés contre 
pl30, la cycline Dl, la cycline E, cdk2, cdc25A, p27Kip1, p21Cipl , p151NK4B, 
ainsi que les anti-Mcl-1 (Ab K-20), et Bad (Ab R-20) provenaient de chez 
Santa Cruz (Santa Cruz, CA). Calbiochem (Mississauga, Ontario) était le 
fournisseur de l'inhibiteur SB203580, de l'anti-Bcl-XL (Ab PC67) ainsi que des 
inhibiteurs de la famille CASP-1, z-VAD-fmk, et de la famille CASP-3, z-
DEVD-fmk. Les anticorps polyclonaux dirigés contre Bcl-2 (Ab 1701) 
(Krajewski et al., 1994a), Bax (Ab 1712) (Krajewski et al., 1994b), Bak (Ab 
1764) (Krajewski et al., 1994b) ainsi que l'anticorps monoclonaux dirigé 
contre Bag-1 (mAb K56C8) (Takayama et al., 1995; Wang et al., 1996) 
proviennent du laboratoire de J.C. Reed (La Jolla Cancer Research Foundation, 
Californie). L'anticorps monoclonal reconnaissant le fragment non-clivé de 
l 13kDa et le fragment clivé de 89kDa de PARP était un don de G.G. Poirier 
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(Université Laval, Québec, Canada). L'anticorps monoclonal anti-pRb et les 
substrats de la famille CASP-1, Ac-YVAD-AMC, et de la famille CASP-3, Ac-
DEVD-AMC, ont été obtenus de Phanningen (Mississauga, Ontario). 
L'anticorps ayant servi à immunoprécipiter la p38 MAPK est un don de J. 
Pouysségur (Université de Nice, France). Tous les autres produits ont été 
obtenus de Sigma à moins de mention contraire. 
2. Culture cellulaire 
Les lignées pancréatiques tumorales humaines MIA PaCa-2 et P ANC-1 
(American Type Culture Collection) ont été cultivées à 37°C sous une 
atmosphère humide (5% COi, 95% air) dans du milieu DMEM (Dulbecco's 
modified Eagle' s medium provenant de Gibco/BRL, Burlington, Ontario) 
contenant l 0% de sérum de bovin fœtal (FBS), 2mM de glutamine et un 
mélange d'antibiotiques (pénicilline 100 unités/ml et streptomycine 100 
µg/ml). Les cellules ont été privées en sérum dans du milieu DMEM avant le 
début des stimulations ou des traitements à moins de spécifications contraires 
mentionnées dans les protocoles concernés. Deux rinçages au PBS et un 
rinçage au milieu DMEM sans sérum précèdent la privation en sérum. Pour les 
stimulations de moins de 2h, une pré-incubation de 30 minutes avec les 
substances à l'étude (Forskoline + IBMX (isobutyl-méthyl-xanthine), TGFJ}, 
PD98059, SB203580) a précédé les stimulations au sérum. Dans le cas des 
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traitements à long terme, les substances à l'étude et le sérum ont été ajoutés 
simultanément. 
3. Mesure de la prolifération cellulaire 
3 .1. Croissance clonale 
Les cellules ont été ensemencées à faible confluence. Le lendemain, 
celles-ci ont été privées en sérum et les substances à l'étude ont été ajoutées. 
Au terme de cinq jours, les colonies fonnées ont été colorées à l'aide du bleu 
de Giemmsa concentré (Rivard et al., 1996). 
3 .2. Mesure de la réinitiation de la synthèse d' ADN 
Les cellules ont été ensemencées dans une plaque de 24 puits puis, le 
lendemain de 1' ensemencement, elles ont été mises dans du milieu DMEM 
exempt de sérum et ce, pour une période de 24h. Les cellules ont ensuite été 
stimulées avec les différentes substances à 1 'essai pour une période de 22h à 
37°C. Durant les deux dernières heures de stimulation, lµCi de thymidine 
tritiée a été ajouté à chacun des puits. À la fin du traitement, les cellules ont été 
rincées avec du TCA 5% froid (acide trichloroacétique) puis incubées pendant 
30 minutes à 4°C dans du TCA 5%. Finalement, les cellules ont été rincées à 
l'eau et solubilisées à la température ambiante dans ISOµL de NaOH O.IN. 
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Suite à l'addition de Sml de liquide à scintillation (Ready safe, Beckman), la 
radioactivité incorporée a été détenninée (Rivard et al., 1996). 
4. Inununobuvardage 
Pour les analyses d'expression des protéines du cycle cellulaire et des 
p42/p44 MAPKs, les cellules traitées ont été lysées dans du tampon Laenunli 
IX (62.5mM Tris-HCl pH6.8, 2.3% SOS (sodium dodecyl sulfate), 10% 
glycérol, lmM phenyl methyl sulfonyl fluoride (PMSF), 0.005% bleu de 
bromophénol et 5% 2-P-mercaptoéthanol). Dans le cas de l'analyse de 
lexpression de la poly (ADP)-ribose polymérase (P ARP), les cellules ont été 
lysées dans du tampon Laemmli IX contenant 6M d'urée. Les lysats 
cellulaires ont par la suite été chauffés à 95°C pendant cinq minutes, soniqués 
puis réchauffés à 95°C à nouveau pour cinq minutes. Les concentrations 
protéiques de chacun des lysats ont été déterminées par une méthode modifiée 
de Lowry (Peterson, 1977). Une courbe standard a été établie avec l'albumine 
de sérum de bovin (BSA) effectuée en parallèle à chaque dosage. Tous les 
échantillons ont été dosés en duplicata. Par la suite, une quantité équivalente 
de protéines a été séparée par SDS-P AGE (SDS-polyacrylamide gel 
electrophoresis) puis transférée par électrotransfert sur une membrane de 
nitrocellulose. La membrane issue du transfert a été bloquée dans du PBS 
contenant du lait 5% à 25°C pendant lb puis incubée avec l'anticorps primaire 
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contenu dans du PBS/lait 1 %. Après trois lavages de 10 min dans du PBS-
Tween 0.05%, la membrane a été incubée dans du PBS/lait 1% avec l'anticorps 
secondaire conjugué à la peroxidue. Finalement, suite à trois autres lavages 
de 10 min dans du PBS-Tween 0.05%, les protéines ayant réagi 
immunologiquement ont été détectées par chemiluminescence (Amersham 
ECL) en utilisant les films BIO MAX MR (Kodak) . 
5. Dosages enzymatiques 
5 .1. Dosage de l'activité cdk2 
Les cellules ont été lysées dans du tampon triton froid (1% triton X-100, 
50mM Tris-HCl pH 7.5, IOOmM NaCl, SmM EDTA pH 8, 40mM P-
glycérophosphate, 50mM NaF, 200µM orthovanadate, 10% glycérol, lµglml 
aprotinine, lµglml leupeptine, lµM pepstatine A, O.lmM PMSF) puis les lysats 
cellulaires ont été clarifiés par centrifugation à 8 OOOrpm pendant 5 minutes à 
4°C. Les protéines ont été dosées à l'aide du réactif de BCA (Pierce). Dans un 
volume final de lmL de tampon triton contenant 700µg de protéines des lysats 
tota~ 3 à 5 µL d'anticorps Cdk2 ont été ajoutés et le tout a été placé à 4 °C 
sous agitation pendant au moins 2h avant d'y ajouter 40µL de protéine-A-
sépharose préalablement gonflée lb à 4°C (gonflement de O.lg de protéine-A-
sépharose dans lml de tampon triton). La formation des immunocomplexes 
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s'est déroulée à 4 °C sous agitation durant lb. Les immunocomplexes ont par la 
suite été lavés avec du tampon triton. Au troisième lavage, 2/3 des 
immunocomplexes ont été conservés pour, par la suite, être mis sur gel de 
polyacrylamide afin de procéder à un immunobuvardage selon le protocole 
décrit à la section précédente. Le tiers restant a servi pour l'essai kinase 
proprement dit. Après avoir été lavés une fois dans du tampon kinase ( 40mM 
HEPES pH 7.4, 20mM MgCh, lmM DIT, lOmM pNPP), les 
immunocomplexes ont été resuspendus dans 40µL de tampon kinase suppléé 
avec 5µg d'histone Hl (un substrat de Cdk2), 50µM d'ATP froi~ 2µCi d'ATP 
[32P] et incubés à 30°C pour une période de 30 min. La réaction a été arrêtée 
par l'ajout de 13.JµL de Laemmli 4X, puis les immunocomplexes ont été 
chauffés à 95°C durant 5 min avant d'être séparés par SOS-PAGE 12.5%. 
L 'histone Hl phosphorylée (32P) a pu être visualisée par autoradiographie. 
5.2. Dosage de l'activité JNK 
1 ml de billes de glutathion-S-sépharose a été centrifugé à SOOOrpm 
pendant 5min à 4 °C, resuspendu dans Sml de PBS froid puis laissé sous 
agitation à 4°C jusqu'au lendemain matin. Pour chaque tranche de quatre 
échantillons, lml de billes pré-gonflées a été utilisé auquel on a ajouté 36µgtml 
de la protéine recombinante c-jun-pt. Le tout a été laissé à la température 
ambiante, sous agitation, pendant lb. Après une centrifugation de Smin à 
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5000rpm ( 4°C), les billes ayant lié c-jun-pt (dû à une réaction enzymatique 
entre la glutathion-S-transférase (pt) qui est couplée à c-jun et son substrat, la 
glutathion-S-sépharose) ont été lavées trois fois dans 1 Om1 de PBS froid. 
Finalement, les billes ont été resuspendues dans (nombre d'échantillons X 
lOOµL) de tampon triton (1% triton X-100, SOmM tris-HCI pH 7.5, IOOmM 
NaCI, SmM EDT A pH 8, 40mM P-glycérophosphate, 50mM NaF, 200µM 
orthovanadate, 10% glycérol, 1 µglml aprotinine, 1 µglml leupeptine, 1 µM 
pepstatine ~ O. lmM PMSF). 
Les cellules traitées ont été lysées et les lysats cellulaires ont été dosés 
tel que décrit dans la section décrivant le dosage de l'activité Cdk2. Puis, 
IOOµL de billes préparées (c'est-à-dire les billes ayant liées c-jun-gst) ont été 
ajoutés à 700µg de protéines contenues dans lml de tampon triton. Après 3h 
d'agitation à 4°C, les échantillons ont été centrifugés à 5000rpm, Smin à 4°C, 
lavés une fois dans du tampon triton puis deux fois dans du tampon kinase 
(20mM Hepes pH 7.4, IOmM MgC}i, lmM DIT, lOmM pNPP, O.lmM PMSF, 
1 µglml aprotinine, 1 µglml leupeptine, 1 µM pepstatine A). Les culots ont 
ensuite été resuspendus dans 40µL de tampon kinase suppléé avec SOµM 
d' ATP et 2µCi AT 32P et incubés à 30°C. La réaction a été arrêtée 30min plus 
tard avec du Laemmli. Après une séparation des protéines par SDS-P AGE 
12.5%, la phosphorylation de c-jun a été évaluée par autoradiographie. 
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5.3. Dosage de l'activité p38 MAPK 
Le dosage s'est effectué comme décrit dans la section du dosage de 
l'activité cdk2. Cependant, 8µL d'anticorps primaire ont été utilisés pour 
immunoprécipiter la p38 MAPK à partir de 700µg de protéines des lysats 
cellulaires contenus dans lml de tampon triton tandis que 0.25mw'ml MBP 
(myelin basic protein) a été employé comme substrat pour le dosage de 
l'activité. 
6. Préparation des acini pancréatiques 
Le pancréas d'un rat Sprague-Dawley sain préalablement mis à jeun 
pour la nuit a été extrait et dépouillé de son gras et des mésentères. La 
suspension d'acini pancréatiques a été préparée comme déjà rapporté par Peikin 
et al. ( 1978). Durant cette opération, le pancréas est maintenu dans un tampon 
standard (HEPES 24. lmM, NaCl 98mM, KCl 6mM, KH2P04 2. lmM, Pyruvate 
SmM, Fumarate SmM, glutamate SmM, Dextrose ll.4mM, 0.01% SBTI 
(Soybean Trypsin Inhibitor), 2.5% d'un mélange d'acides aminés, 2% de 
glutamine, 1 % de vitamines essentielles et du MgCh l .2mM) contenant 0.2% 
d'albumine et 2mM de CaCh . Le pancréas a par la suite été injecté avec Sml 
de tampon de digestion (tampon standard contenant 0.2% d'albumine, 2mM 
CaCii et 30U/ml de collagénase). Le pancréas et le tampon de digestion ont été 
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transférés dans un erlenmeyer, ce dernier a été saturé d'oxygène, puis placé à 
3 7°C sous agitation maximale. Après 10 min, la solution de digestion a été 
remplacée par Sml d'une solution de digestion fraîche et l'erlenmeyer a de 
nouveau été saturé en oxygène puis replacé à 37°C sous agitation maximale. 
L'opération a été répétée après 10 autres min. Après ce second 10 min, la 
solution de digestion a été retirée, puis le pancré$ a été lavé 3 fois avec Sml de 
tampon standard contenant 0.2% d'albumine et 2mM CaCJi. Le pancréas a de 
nouveau été digéré avec Sml de solution de digestion sous air saturé en 
oxygène, à 37°C et sous agitation maximale pour 10 min. Au terme de ces 10 
min, le pancréas a été dissocié en procédant à une série de 10 va-et-vient dans 
une pipette sérologique de 1 Oml. Le tissu dissocié a été déposé dans deux tubes 
contenant 4 ml de tampon standard suppléé avec 4% d'albumine et 2mM 
CaCii. Les gros morceaux de tissu non-dissocié ont été enlevés avant la 
centrifugation subséquente de 1 min à 1 OOOrpm. Les culots ont été 
resuspendus dans 2.Sml de tampon standard contenant 0.2% albumine et 2mM 
CaCii et cette étape de séparation des types cellulaires par dépôt des cellules 
sur tampon standard contenant 4% albumine (et 2mM CaCJi) a été répétée deux 
autres fois. À la toute fin, le culot contenant presqu' exclusivement les acini 
pancréatiques d'un pancréas a été resuspendu dans 8ml de solution 
d'incubation (tampon standard suppléé avec 1 % albumine et O.SmM CaCh) et 
les acini ont été laissés au repos pendant 30 min à la température ambiante 
avant d'entamer les études. 
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lml d'acini préparés et saturés en oxygène ont été préincubés 30 min à 
3 7°C sous agitation avec les substances à l'essai (forskoline + IBMX, 
sécrétine) avant d'être stimulés 10 min ou 2h avec la caeruléine, toujours à 
3 7°C sous agitation. Après les temps indiqués, les acini traités ont été 
centrifugés 15 min à 12 000 rpm et lavés trois fois avec du PBS contenant 
250µM d'orthovanadate avant d'être lysés dans du tampon triton (1% triton X-
100, SOmM Tris-HCI pH 7.5, lOOmM NaCl, SmM EDTA pH 8, 40mM p. 
glycérophosphate, SOmM NaF, 200µM orthovanadate, 10% glycérol, lµg/ml 
aprotinine, lµg/ml leupeptine, lµM pepstatine A, O.lmM PMSF). Les 
protéines ont été dosées par la méthode BCA (Pierce). 
7. T ransfections 
7 .1. Transfection transitoire et essai luciférase 
Les cellules ont été ensemencées dans une plaque de 24 puits puis, 24h 
plus tard, elles ont été transfectées par la méthode de lipofection (GIBCO BRL, 
MD). Brièvement, lµg de lipofectine a été pré-incubée pendant 45min dans 
20µL de milieu OPTI-MEM (Solution B). Pendant ce temps, l' ADN, à raison 
de 0.2µglpuit, a été ajouté à 20µL de milieu OPTI-MEM (Solution A). La 
solution A et la solution B ont par la suite été combinées et laissées à la 
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température ambiante. Après 10-1 Smin, du milieu sans sérum est ajouté afin 
de compléter le volume à 200µL (Solution C). Après un rinçage des cellules au 
milieu sans sérum, celles-ci ont été incubées toute une nuit avec 200µUpuit de 
la solution C. Le lendemain ma~ la solution a été retirée des puits et 
remplacée par du milieu DMEM contenant 100/0 de sérum en plus des 
substances à l'étude. 
24h plus tard, les cellules ont été rincées deux fois au PBS et lysées 10-
1 Smin dans 300µL de tampon de lyse ajusté à pH 7.8 ( 25mM glycylglycine, 
l SmM MgS04 , 4mM EGT A, 1 % Triton X-1 OO, 2mM OTT). Par la suite, à 
270µL de lysat prélevé ont été ajoutés 120µL de solution d'essai (25mM 
glycylglycine, 15mM MgS04 , 4mM EGTA, 15mM KH2 P04 , ajusté à pH 7.6, 
en plus de 6mM ATP, 3mM OTT) et lOOµL de tampon luciférine (25mM 
glycylglycine, lSmM MgS04, 4mM EGTA, lmM 0-luciférine). Finalemen~ 
l'activité luciférase a été mesurée pendant 20s à l'aide d'un luminomètre de 
type Mini Lumat LB9506 (EG&G Berthold, Germany). 
7.2. Transfection stable 
Les cellules ont été ensemencées dans une boîte de pétri l OOmm et 
transfectées 24h plus tard par la méthode de précipitation au phosphate de 
calcium. En résumé, une heure avant la transfection, le milieu de culture a été 
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remplacé par 6ml de milieu frais. Pour chacun des pétris, 7µg de l' ADN 
d'intérêt ainsi que 3µg du vecteur de sélection (pcDNA3) ont été utilisés, ceux-
ci ayant été dilués dans 270µL d'eau stérile. À ce volume, 30µL de CaCh 
2.SM et 300µL de HBS (280mM NaCl, l.SmM Na2HP04 , 12mM glucose, 
1 OmM KCl, SOmM HEPES pH 7 .05) ont été ajoutés goutte à goutte. Les 
600µL totaux (représentant 1110 du volume de milieu contenu dans le pétri) ont 
été déposés dans le pétri et les cellules ont été laissées à 37°C (95% air, 5% 
C02) pendant toute la nuit. Elles ont ensuite été rincées deux fois avec du PBS, 
une fois avec du milieu de culture et incubées dans du milieu de culture jusqu'à 
ce qu'elles atteignent 90% de confluence. Elles ont alors été trypsinisées et 
réensemencées dans du milieu de culture contenant 500µg/ml de G418 pour 
pennettre la sélection des clones. 
7.3. Vecteur rapporteur et vecteurs d'expression 
Le vecteur rapporteur E2F-luciférase contient une partie d'un promoteur 
reconnu spécifiquement par E2F soit celui de la dihydrofolate réductase couplé 
au gène de la luciférase. Un E2F actif peut donc se lier à ce promoteur et 
pennettre une transcription de la luciférase (Slansk:y et al., 1993 ). 
Les ADNc de la MEK sauvage (MEK WT) de hamster ainsi que son 
homologue constitutivement actif (MEK CA) ont été étiquetés en leur 
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extrémité N-terminale par neuf résidus de l'hémagglutinine du virus de 
l'influenza (HAI) pour faciliter leur détection et clonés dans le vecteur 
d'expression pECE (Pagès et al., 1994). La MEK CA tire son activité 
constitutive par le fait que des acides aspartiques remplacent les sérines 218 et 
222 habituellement phosphorylées par Raf et ainsi, ces acides aspartiques 
miment la charge négative normalement amenée par la phosphorylation de Raf-
t (Pagès et al., 1994). Le vecteur pcDNA3 a été utilisé afin de sélectionner les 
transfectants puisqu'il contient un gène de résistance à l'antibiotique généticine 
(G418). 
8. Mesure de l'apoptose 
8.1. Fragmentation de 1' ADN 
500 000 cellules ont été ensemencées par boîte de pétri 1 OOmm 48h 
avant la mise à jeun et l'ajout des substances à 1' étude. Suite au traitement, les 
cellules ont été lysées dans 700µL de tampon de lyse (0.6% SDS, 1 OmM 
EDT A) pendant 20 min à la température ambiante. Les lysats cellulaires ont 
été transférés dans un eppendorf et du NaCI a été ajouté pour obtenir une 
concentration finale de IM. Après avoir été placés à 4°C pendant toute une 
nuit, les lysats cellulaires ont été centrifugés à 13 OOOrpm pendant 30 min à 
4°C. Les surnageants ont été soumis à une extraction avec un volume de 
phénoVchloroforme/alcool isoamyl (25 :24 :1) puis centrifugés 10 min à 
72 
l 3000rpm. Après récupération de la phase aqueuse., du NaCl a été ajouté pour 
élever la concentration finale à l.3M puis l' ADN a été précipité avec un 
volume d"isopropanol ftoid (-20°C). L'ADN a été culoté grâce à une 
centrifugation de 30 min à 13 OOOrpm à 4°C, lavé avec de l'EtOH 70% froid (-
200C) puis reculoté par centrifugation durant 10 min à 13 OOOrpm avant d'être 
resuspendu dans du TE (IOmM Tris pHS., IOmM EDTA). Pour éliminer tout 
ARN contaminant., les échantillons ont été traités avec 80µg'ml d' ARNase 
(dépourvue d'ADNases) pendant 2h à 37°C. Une quantité égale d'ADN a été 
mise sur gel d'agarose 1.5% et la fragmentation de l'ADN a pu être visualisée 
par coloration au bromure d'éthidium (50µg de bromure d'éthidium dans 
lOOml de gel d'agarose). 
8.2. Dosage de l'activité des familles de la CASP-1 et CASP-3 
Le dosage a été effectué comme précédemment décrit par Nicholson et 
al. ( 1995). Brièvement., pour chacune des réactions, 20µM de substrat., Ac-
YV AD-AMC pour le dosage des caspases de la famille CASP-1 et Ac-DEVD-
AMC pour le dosage des caspases de la famille CASP-3, et 25µg de protéines 
de l'échantillon ont été incubés dans le tampon d'essai (20mM HEPES pH7.5, 
10% glycérol, 2mM OTT) pendant 2h à 37°C. L'émission émise par le peptide 
fluorogénique AMC libéré suite à l'activité caspase a été mesurée grâce à un 
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spectrotluoromètre où la longueur d'onde d'excitation était de 380nm et celle 
d'émission de 460nm. 
9. Présentation des résultats 
Toutes les expériences ont été effectuées au moins en triplicata. Les 




l. Effet de l' AMPc et du TGFP sur la prolifération des cellules pancréatiques 
tumorales humaines 
Le premier objectif du présent travail était d'évaluer l'effet de l' AMPc et 
du TGF~ sur la prolifération de cellules pancréatiques tumorales humaines : les 
P ANC-1 et les MIA PaCa-2. Le niveau intracellulaire d' AMPc a été augmenté 
en favorisant la formation de ce dernier à l'aide de la forskoline, un activateur 
de l'adénylyl cyclase (Seamons et Daly, 1986), et en inhibant sa dégradation 
grâce à l'IBMX (isobutyl-méthyl-xanthine) agissant comme un inhibiteur de 
phosphodiestérases (Parson et al. 1988). 
Nous avons d'abord évalué l'effet de l'AMPc et du TGFP sur la 
prolifération à long terme des cellules P ANC-1 et MIA PaCa-2 par la méthode 
de croissance clonale. Les cellules ont été ensemencées à très faible confluence 
et privées en sérum le lendemain de l'ensemencement. À ce moment, 4µglml 
de forskoline + lmM IBMX (Pelletier et al., 1998) ou Snglml de TGFP (Yu et 
al., 1999) en présence ou non de 1 % sérum ont été ajoutés aux puits. À noter 
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Figure 8. Effet du TGFP et de la fonkoline + IBMX (F + 1) sur la 
prolifération des cellules pancréatiques tumonles humaines 
Les cellules ont été ensemencées à très faible confluence, privées de 
sérum 24h plus tard en présence de 4µglmL de forskoline + lmM 
IBMX, 5nglmL de TGFP ( tous ajoutés aux 24h) ou 1 % FBS. Au terme 
de 5 jours, les colonies fonnées ont été colorées à l 'aide du bleu de 


















que les agents anti-mitogéniques forskoline + IBMX et TGFIJ ont été 
additionnés à toutes les 24h. Les cellules ont ainsi crû pendant cinq jours et les 
colonies fonnées ont été colorées au bleu de Giemmsa qui met en évidence les 
clones. La figure 8 présente les résultats obtenus lors de cette expérience. On 
observe que la forskoline + IBMX inhibent considérablement la prolifération 
cellulaire des cellules PANC-1 (fig. 8A) et MIA PaCa-2 (fig. 88) stimulée par 
le sérum tandis que le TGFP n'affecte que partiellement la prolifération d'une 
seule lignée cellulaire, les P ANC-1 (fig. 8A). 
La réinitiation de synthèse d' ADN est un autre moyen d'évaluer la 
prolifération cellulaire mais elle consiste en une estimation à plus court tenne. 
Ainsi, l'incorporation de 3H-thymidine dans I' ADN des cellules préalablement 
mises à jeun puis stimulées pendant 22h avec 4µg/ml de forskoline + 1 mM 
IBMX, Sng/ml de TGFP, lO~M somatostatine en présence ou non de 1% sérum 
a été mesurée. À ce momen~ nous avons aussi examiné l'effet de la 
somatostatine puisqu'elle avait été préalablement décrite comme un agent anti-
mitogénique potentiel des cellules pancréatiques tumorales humaines (Liebow 
et al., 1989; Radulovic et al., 1993; Takeda et Escribano, 1991). La figure 9 
nous indique que 1- les deux lignées cellulaires, en absence de facteurs de 
croissance exogènes, incorporent la 3H-thymidine suggérant qu'elles sont aptes 
à proliférer dans un milieu dépourvu de sérum 
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Figure 9. Effet du TGFP et de la fonkoline + IBMX (F + 1) sur la 
réinitiation de la synthèse d 'ADN des cellules pancréatiques 
tumonles bamaines 
Les cellules ont été ensemencées privées de sérum 24h plus tard pour une 
période de 24h. Elles ont ensuite été stimulées pendant 22h avec 4µg/mL 
de forskoline + lmM IBMX, Sng/mL de TGF~, J0-6 M de somatostatine 
ou 1 % FBS. Durant les deux dernières heures, 1 µCi de 3H-thymidine a 
été ajouté. Les cellules ont ensuite été rincées avec du TCA 5%, rincées à 
l 'H20 et solubilisées dans du NaOH O. IN. La radioactivité incorporée a 
par la suite été détenninée. Les résultats sont exprimés en pourcentage 
par rapport au contrôle non-traité (DMSO). A. cellules P ANC-1 B. 
cellules MIA PaCa-2 
A. 
B. 
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(Freeman et al., 1995); 2- le traitement des cellules au sérum 1% favorise 
l'incorporation de 3H-thymidine de 3.2 fois dans les cellules PANC-1 et de 1.6 
fois dans les cellules MIA PaCa-2; 3- la forskoline + IBMX inhibent 
l'incorporation de 3H-thymidine dans les cellules en absence ou en présence de 
sérum 1% de 73% et 68% respectivement dans les PANC-1 et de 94% et 84% 
dans les MIA PaCa-2; 4- le TGFIJ, en accord avec les résultats obtenus en 
croissance clonale, bloque de 43% l'incorporation de 3H-thymidine seulement 
dans les cellules P ANC-1 stimulées au sérum 1 %; 5- finalement, la 
somatostatine, à une concentration de 1 O~M, n'a aucun impact sur 
l'incorporation de 3H-thymidine dans les cellules privées ou non de sérum 1 % 
autant chez les P ANC-1 que chez les MIA PaCa-2. Étant donné cette absence 
d'effet de la somatostatine sur la prolifération cellulaire chez les deux lignées 
cellulaires étudiées, nous n'avons pas poursuivi les études avec cette hormone. 
Pour s'assurer que les cellules étaient bien bloquées en phase Gl du 
cycle cellulaire, nous avons regardé les niveaux de phosphorylation des 
protéines de la famille de pRb. Comme il a été expliqué dans l'introduction, 
les protéines pRb phosphorylées permettent la libération de facteurs de 
transcription E2F qui sont importants dans la transcription de gènes utiles à 
l'entrée en phase S du cycle cellulaire (Nevins, 1992; Grana et al., 1998). Tout 
d'abord, on peut remarquer que les cellules privées en sérum depuis 48h 
possèdent des niveaux significatifs des formes hyperphosphorylées de pRb et 
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Figure 10. Effet du TGFP et de la fonkoline + IBMX (F + 1) sur 
les niveaux de phosphorylation des protéines de la famille de 
pRb chez les cellules pancréatiques tumorales humaines 
60µg de protéines des lysats issus des cellules traitées pendant l 6h 
(4µglmL forskoline + lmM IBMX, 5nglmL de TGFp, ou 1% FBS) ont 
été soumis à une séparation par SOS-PAGE 7.5% et analysés par 
immunobuvardage (pRb =11750 et pl30 = 1/1000) A. cellules PANC-1 
B. cellules MIA PaCa-2 
A. 
B. 
FBS 1°/o: - + + 
TGF 8: -
F+ 1: + + 
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p 130. Ceci est en accord avec le résultat précédent démontrant que ces cellules 
sont capables de progresser dans le cycle cellulaire (incorporation de 3H-
thymidine) en absence totale de facteurs de croissance exogènes. L'addition de 
sérum 1 % aux deux lignées cellulaires provoque une augmentation des fonnes 
hyperphosphorylées de pRb et pl30 (fig. 10). Le traitement des deux lignées 
cellulaires avec la forskoline + IBMX inhibe complètement l'effet du sérum sur 
l'hyperphosphorylation de pRb et pl30 (Fig. 10). Cependant, le traitement 
avec le TGFP bloque l'effet du sérum sur l'hyperphosphorylation de pRb et 
p130 seulement dans les PANC-1 (fig. 10). 
2. Effet de l'AMPc et du TGFP sur l'activité des p42/p44 MAPKs dans les 
cellules pancréatiques tumorales humaines 
Après s'être assuré que I' AMPc et le TGFP freinaient la prolifération 
des cellules pancréatiques tumorales humaines, nous avons poussé nos études 
afin de savoir comment ces deux agents agissaient. Tout d'abord, l'activité des 
p42/p44 MAPKs a été analysée. En accord avec les études déjà publiées 
(Kahan et al., 1992; Meloche et al., 1992), le traitement des cellules au sérum 
1% a stimulé l'activité de ces kinases dans les PANC-1 (fig. llA) et MIA 
PaCa-2 (fig. IIB) d'une façon rapide (IOmin) et soutenue (2h). Une pré-
incubation préalable de 30min des cellules à la forskoline ( 4µglml) + IBMX 
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Figure 11. Effet du TGFP et de la fonkoline + IBMX (F + 1) sur 
1 'activité des p42/p44 MAPKs dans les cellules pancréatiques 
tumorales humaines 
60µg de protéines des lysats issus des cellules pré-traitées 30 min avec 
4µg/mL de forskoline + lmM IBMX ou Sng/mL de TGFP puis stimulées 
avec 1 % FBS pendant 1 Olnin ou 2h ont été soumis à une séparation par 
SOS-PAGE 10% et analysés par immunobuvardage à 1 ~aide d'un 
anticorps qui reconnaît spécifiquement la fonne phosphorylée (active) des 
p42/p44 MAPKs (anticorps utilisé 11500). A. cellules P ANC-1 B. 
cellules MIA PaCa-2 
A. 
10 min 2h 
FBS 1 o/o: - + + + + + + 
TGFB: - + + + 
F+ 1: - + + + 
;;-~ ........ w- ----21lJ&· ..., . ...- ,._... - ...,,,. _,. -
B. 
10 min 2h 
FBS 1°/o: - + 
TGF 8: -
+ + - + + + 
+ + - + + 
F + 1: - + + + + 
~ p44-P 
~ p42-P 
j ....;;..:_.r-p= - - - r - j ::: ~41:: 
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(lmM) a inhibé cette activation des p42/p44 MAPKs provoquée par le sérum 
1 % et a même réduit l'activité de celles-ci dans les deux lignées cellulaires 
privées de sérum (fig. 11). Quant au TGFP (Snglml), il n'a eu aucun effet sur 
l'activité des p42/p44 MAPKs dans les deux lignées cellulaires. 
3. Effet de l'AMPc et du TGFP sur l'expression des protéines du cycle 
cellulaire 
Un deuxième niveau de régulation de la prolifération cellulaire existe au 
cœur du cycle cellulaire, plus précisément dans la phase G 1. La prochaine 
étape a donc été d'examiner l'expression des différentes protéines qui 
régularisent la phase G 1 du cycle cellulaire. 
La figure 12 nous révèle qu'après 16h de traitement avec la forskoline 
(4µglml) + IBMX (lmM) ± sérum 1% ou TGFP (Snglml) ± sérum 1%, 
l'expression des cyclines Dl et E ne semble pas être modulée de façon 
significative dans les P ANC-1 (fig. 12A). Dans les MIA PaCa-2 (fig. 128), 
d'une façon surprenante, lexpression de la cycline D 1 semble diminuée dans 
les cellules ayant été stimulées avec le sérum 1%. Néanmoins, l'expression de 
cette cycline dans les cellules stimulées au sérum 1 % et traitées avec la 
forskoline + IBMX ou le TGFP n'est pas significativement modulée rendant 
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Figure 12. Effet du TGFP et de la fonkoline + mMX (F + 1) sur 
1 'expression des cyclines de la phase Gl du cycle cellulaire dans les 
cellules pancréatiques tumorales humaines 
60µg de protéines des lysats issus des cellules traitées pendant l 6h 
(4µglmL forskoline + lmM IBMX, 5ng/mL de TGFP, ou 1% FBS) ont 
été soumis à une séparation par SDS-P AGE 10% et analysés par 
immunobuvardage (cycline Dl et E utilisés 111000) A. cellules PANC-1 
B. cellules MIA PaCa-2 
A. 
FBS 1°/o: + + + 
TGF8: + + 
F+ 1: + + 
l•s 1 ...._ Cycline Dl 
1----~ - 1 ...._ Cycline E 
B. 
FBS 1%: + + + 
TGF8: + + 
F+ 1: + + 
1-- .. .. ,.... 1 ...._ Cycline Dl 
FBS 1%: + + + 
TGF8: + + 
F+ 1: + + 
1- ._. --- ~-........_... ~ ...._ Cycline E 
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peu probable un rôle de l'inhibition d'expression de cette cycline dans 
l'inhibition de prolifération induite par la forkoline + IBMX. 
Par la suite, nous avons procédé à l'évaluation de l'expression . des 
inhibiteurs du cycle cellulaire. Tout d'abord, comme décrit dans la littérature 
(Firpo et al., 1994; Kato et al., 1994; Nourse et al., 1994; Slingerland et 
a/.,1994), l'expression de p27Kip1 a diminué suite à une stimulation 
mitogénique. Plus précisément, dans les cellules stimulées pendant l 6h avec 
1% sérum, son expression chute de 56% dans les PANC-1 (fig. 13A) et de 52% 
dans les MIA PaCa-2 (fig. 13B). Le traitement des cellules à la forskoline 
(4µglml) + IBMX (lmM) a eu pour effet d'augmenter l'expression de p27Kipl 
1- dans les cellules non-stimulées (de 25% dans les P ANC-1 et de 43% dans les 
MIA PaCa-2) ainsi que 2- dans les cellules stimulées au sérum 1 % ( 
l'expression est 1.6 fois plus élevée par rapport à l'expression de l'inhibiteur 
dans les cellules stimulées au sérum 1% dans les PANC-1 et de 3.5 fois dans 
les cellules MIA PaCa-2). Le TGFP n'a pas affecté l'expression de cet 
inhibiteur dans ni l'une ni l'autre des lignées cellulaires. 
L'inhibiteur p21 Cipl n'a subit aucune variation de son expression dans les 
cellules MIA PaCa-2, mais a augmenté de 265% et de 223% par rapport au 
cellules non stimulées dans les cellules P ANC-1 traitées avec le TGFP (Snglml) 
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Figure 13. Effet du TGFIJ et de la fonkoHne + IBMX (F + 1) sur 
1 'expression des inhibiteun du cycle cellulaire dans les cellules 
pancréatiques tumorales humaines 
60µg de protéines des lysats issus des cellules traitées pendant l 6h 
(4µglmL forskoline + lmM m~ 5nglmL de TGFp, ou 1% FBS) ont 
été soumis à une séparation par SOS-PAGE 12.5% et analysés par 
immunobuvardage {p27Kipt ,p21Cipl et pISINK4e utilisés 111000) A. 
cellules P ANC-1 B. cellules MIA PaCa-2 
A. 
B. 
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seul ou en combinaison avec le sérum 1% (fig. 13A). Comparé aux cellules 
non traitées, le TGFP a également eu pour effet d'augmenter l'expression de 
l'inhibiteur p15INK4B de 128% dans les cellules PANC-1 stimulées avec 1% 
sérum. Malheureusement, nous n'avons jamais été capable de détecter la 
présence de cet inhibiteur dans les cellules MIA PaCa-2. Une explication 
plausible repose sur la possibilité que ce dernier comporte une délétion 
homozygote entraînant sa perte d'expression, phénomène qui a déjà été observé 
dans les cellules pancréatiques tumorales humaines MIA PaCa-2 (Villuanueva 
et al., 1998). 
Pour vérifier si le TGFP, dans les cellules PANC-1, avait une autre cible 
que p21CipI et p15INK4B , nous avons examiné l'expression de cdc25~ une 
phosphatase responsable de l'activation des complexes cycline D-cdk4/6 et 
cycline E-cdk2 et ayant déjà été identifiée comme cible du TGF~ dans les 
cellules épithéliales mammaires humaines MCF 1 OA (lavarone et Masagué, 
1997). Comme le démontre la figure 14, la cytokine, de même que la 
forskoline + IBMX, demeurent sans effet sur l'expression de cette phosphatase. 
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Figure 14. Effet du TGFP et de la fonkoline + IBMX (F + 1) sur 
1 'expression de la phosphatase Cdc25A dans les cellules PANC-1 
60µg de protéines des lysats issus des cellules traitées pendant l 6h 
(4µglmL forskoline + lmM IBMX, SnglmL de TGFp, ou 1% FBS) ont 
été soumis à une séparation par SOS-PAGE 10% et analysés par 
immunobuvardage (anticorps 1/l000) 
FBS 1°/o: + + + 
TGFD: + + 
F+ 1: + + 
1 1-- Cdc25A 
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4. Effet de I' AMPc et du TGFP sur l'activité cdk2 dans les cellules 
pancréatiques tumorales humaines 
Étant donné le rôle des inhibiteurs du cycle cellulaire dans l'inhibition 
de l'activité des complexes cycline D-cdk4/cdk6 et cycline E-cdk2, la 
prochaine étape était de doser 1' activité cdk2 dans nos cellules traitées afin de 
confinner nos résultats obtenus jusqu'à présent. 
Dans les cellules P ANC-1, les cellules mises en présence de sérum pour 
une période de l 6h démontrent une activité cdk2 plus élevée (de près de 2 fois) 
que les cellules non-stimulées comme le témoigne la figure 1 S (A et B). 
Lorsque les cellules sont traitées à la forskoline + IBMX, l'activité cdk2 
en absence de sérum est diminuée de 72% et celle induite par le sérum est 
réduite de 65% (fig. ISA). Une légère diminution de 16% de l'activité cdk2 est 
observée lorsque les cellules P ANC-1 sont stimulées pendant l 6h avec le 
TGFP +sérum (fig. 158). 
Dans les cellules MIA PaCa-2, le sérum provoque également une 
augmentation de l'activité cdk2 (de 105%) qui est inhibée de 58% dans les 
cellules traitées à la forskoline + IBMX (fig. 16A). Contrairement à ce qui 
avait été observé dans les cellules PANC-1, l'activité cdk2 en absence de sérum 
ne semble pas affectée par un tel traitement. 
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Figure 15. Effet du TG FP et de la fonkoliae + IBMX (F + 1) sur 
l'activité cdkl dans les cellules PANC-1 
La protéine cdk2 (3/1000) a été immunoprécipitée à partir de 700µg de 
protéines des lysats issus des cellules traitées pendant 16h (4µg/mL 
forskoline + lmM IBMX, Sng/mL de TGFP, ou 1 % FBS) et son activité a 
été dosée par la phosphorylation de 1 'histone Hl agissant comme substrat 
de cdk2. L 'histone Hl-P32 a été visualisée suite à sa séparation sur SDS-
PAGE 12.5% et à son autoradiographie A. Les cellules ont été traitées ou 
non avec 4µglmL de forskoline + lmM IBMX ± 1 % FBS. En 
histogramme, on note la représentation graphique des résultats obtenus. 
B. L 'activité cdk2 dans les cellules traitées avec Sng/mL de TGFP ± 1 % 
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5. Rôle de l'inhibiteur p27Kip1 dans l'inhibition de l'activité cdk2 causée par la 
forskoline + IBMX dans les cellules MIA PaCa-2 
Afin de prouver que l'augmentation d'expression de l'inhibiteur p27Kipl 
avait une part de responsabilité dans l'inhibition de l'activité cdk2 causée par la 
forskoline + IBMX, nous avons immunoprécipité la protéine cdk2 que nous 
avons par la suite fait migrer sur SDS-P AGE. Nous avons par la suite procédé à 
un immunobuvardage avec un anticorps dirigé contre p27Kip 1 dans le but de 
confmner la liaison de cet inhibiteur à cdk2. Nous avons également effectué un 
immunobuvardage avec un anticorps spécifique à cdk2 afin de s'assurer qu'une 
même quantité de protéines avait été immunoprécipitée (fig. 168). On constate 
que p27Kïpl est réduit de 25% de l'immunoprécipité cdk2 dans les cellules 
MIA PaCa-2 stimulées par le sérum 1% pendant 16h (fig.l6B et 16C), tandis 
que l'inhibiteur demeure lié à cdk2 lorsque les cellules sont traitées à la 
forskoline + IBMX: on note près de 2 fois plus de p27Kip1 associé à cdk2 dans 
les cellules en absence de sérum traitées à la forskoline + IBMX et 2.5 fois 
dans celles stimulées à la fois avec la forskoline + IBMX et le sérum l %. Dans 
les lysats protéiques totaux dans lesquels cdk2 n'a pas été immunoprécipité, on 
remarque que le niveau de p27Kipl par rapport à la quantité de cdk2 ne varie pas 
dans les cellules privées de sérum lorsque l'on ajoute la forskoline + IBMX 
cependant, dans les cellules stimulées au sérum l %, dans lesquelles 
l'expression de p27Kipl diminue de 68% par rapport aux cellules non stimulées, 
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Figure 16. Rôle de 1 'inhibiteur p27Kip1 dans 1 'inhibition de 
1 'activité cdk2 causée par la forkoline + mMX (F + 1) chez les 
cellules MIA PaCa-2 
La protéine cdk2 (3/1000) a été immunoprécipitée à partir de 700µg de 
protéines des lysats issus des cellules traitées pendant 16h (4µglmL 
forskoline + lmM IBMX ± 1% FBS) et le 113de1 'immunoprécipité a été 
utilisé pour doser 1 'activité cdk2 par la phosphorylation de 1 'histone Hl 
(A.). Les résultats sont également représentés sous fonne 
d'histogramme. B. Les protéines du 2/3 de 1 'immunoprécipité restant 
ainsi que 40µg des lysats des cellules traitées non-immunoprécipitées 
avec 1 'anticorps anti-cdk2 (lysats totaux) ont été séparés sur SDS-PAGE 
12.5% puis soumis à des immunobuvardages avec 1 'inhibiteur p27Kipl 
(1/1000) et cdk2 (1/1000) utilisé comme contrôle interne. C. 
Représentation sous forme d'histogramme de 1 'inhibiteur p27KiP1 associé 
à cdk2 (expression de p27Kipl en B/ expression cdk2 en B). 
A. 
FBS 1°/o: + 


























le traitement à la forskoline + IBMX pennet de maintenir un niveau 
d'expression de l'inhibiteur élevé (0.26 fois plus de p27Kil»1 dans les cellules 
traitées à la forskoline + IBMX + sérum 1 % par rapport au contrôle non-
stimulé et 4 fois plus par rapport au contrôle stimulé avec le sérum 1 % 
seulement) (fig. 16C). 
6. Rôle des p42/p44 MAPKs et de p27Kipt dans l'inhibition de la prolifération 
des cellules P ANC-1 causée par la forskoline + IBMX 
Jusqu'à présent, nous avons identifié deux cibles importantes de la 
forskoline + IBMX: les p42/p44 MAPKs et l'inhibiteur p27Kipt. Pour vérifier 
l'importance de chacun d'eux sur l'inhibition de prolifération cellulaire induite 
par ces agents anti-mitogéniques, nous avons d'abord co-transfecté de façon 
transitoire le vecteur pECE vide ou comprenant l 'ADNc codant pour un mutant 
constitutivement actif de MEKI (MEK CA) ainsi que le vecteur rapporteur 
E2F-luciférase. Le vecteur rapporteur E2F-luciférase contient une partie du 
promoteur de la dihydrofolate réductase qui est reconnu spécifiquement par les 
E2F ayant été libérés des protéines de la famille de pRb lors de la progression 
de la phase G 1 vers la phase S du cycle cellulaire. Au lendemain de la 
transfection, nous avons mis les cellules en présence de forskoline ( 4µg/ml) + 
IBMX ( 1 mM) + sérum 10% pendant 24h et procédé à un essai luciférase au 
terme de ces 24h. Il est à noter ici que l'effet de la forskoline + IBMX a été 
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Figure 17. Rôle des p42/p44 MAPKs et de p27Kipl dans 1 'inhibition 
de la prolifération causée par la forskoline + IBMX (F + 1) 
Les cellules P ANC-1 ont été co-transfectées avec le vecteur rapporteur 
E2F-luciférase et le vecteur pECE vide, contenant le MEK CA ou encore 
p27Kipt. 24h après la transfection, les cellules en phase exponentielle de 
croissance ont été traitées avec 4µwmL forskoline + lmM IBMX (F + 1) 
et 24h plus tard, 1 'activité luciférase a été mesurée. 
-~ :; .. 1,2 -c::: = 1 
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évalué sur des cellules en phase exponentielle de croissance où le niveau 
d'inhibition de la prolifération par ces agents est sensiblement le même que 
dans les cellules stimulées avec 1 % sérum. Nous avons utilisé des cellules en 
phase exponentielle de croissance afin de mieux voir l'activité du gène-
rapporteur E2f-luciférase. La figure 17 nous révèle que le traitement des 
cellules contrôles (cellules tranfectées avec le vecteur vide pECE) avec la 
forskoline + IBMX provoque une diminution considérable de 66% de l'activité 
du gène rapporteur E2F-luciférase. De plus, l'expression d'un mutant 
hyperactif de MEKl n'est pas suffisante pour empêcher l'inhibition de 
l'activité E2F-luciférase causée par un traitement à la forskoline + IBMX. 
L'expression de ce mutant provoque une stimulation constitutive des p42/p44 
MAPKs dans les fibroblastes (Brunet et al., 1994). Cependant, une simple 
surexpression de l'inhibiteur p27Kipl est suffisante pour inhiber par près de 85% 
l'activité E2F-luciférase nonnalement observée dans les cellules cultivées en 
présence de sérum 10% (fig. 17). 
7. Effet des agents connus pour augmenter les concentrations intracellulaires 
d' AMPc sur l'activité des p42/p44 MAPKs dans les acini pancréatiques 
normaux 
Jusqu'à maintenant, toutes nos études ont été effectuées sur des cellules 
pancréatiques tumorales. Intrigués à savoir si le phénomène se répétait dans les 
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cellules pancréatiques nonnales, nous avons entrepris des études sur des acini 
pancréatiques fraîchement isolés. Comme les acini ont une très courte durée de 
vie, nous avons dû nous limiter aux effets à court tenne de nos agents anti-
mitogéniques ou plus précisément, l'effet de l' AMPc sur l'activité des p42/p44 
MAPKs. Tout comme nous l'avions fait pour les cellules pancréatiques 
tumorales, nous avons pré-traité 30min les acini avec les agents favorisant la 
fonnation d' AMPc (Larose et al., 1989), soit la forskoline + IBMX, et la 
sécrétine, employée seule, à deux concentrations différentes. Nous avons 
ensuite stimulé pendant 1 Omin ou 2h les acini avec un agent mitogénique 
reconnu pour le pancréas (Rivard et al., 1994), la caeruléine, un analogue de la 
CCK. Les protéines issues de cette expérience ont été séparées sur gel SDS-
PAGE et l'activité des p42/p44 MAPKs a été évaluée à l'aide d'un anticorps 
dirigé spécifiquement contre la fonne phosphorylée donc active de ces 
enzymes. De plus, étant donné l'effet de la caeruléine sur la sécrétion des 
enzymes pancréatiques, nous avons fait un immunobuvardage avec un 
anticorps qui reconnaît les formes phosphorylée et non-phosphorylée des 
p42/p44 MAPKs pour s'assurer que notre modulation d'activité n'était pas le 
reflet d'une variation protéique due à une sortie massive d'enzymes suite à la 
stimulation par la caeruléine. 
En accord avec ce qui avait déjà été publié par Duan et Williams (1994), 
la caeruléine a augmenté l'activité des p42/p44 MAPKs de 1.9 fois après lOmin 
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Figure 18. Effet de la caeruléine, de la ronkoline + IBMX (F + 1) et de 
la sécrétine sur 1 'activité des p42/p44 MAPKs dans les acini 
pancréatiques 
Les acini pancréatiques ont été pré-traités 30min avec 4µg/m.L de 
forskoline + lmM IBMX, 10-9 Met 10-7 M de sécrétine puis stimulés 
avec 10-9 M de caeruléine pour une période de 1 Omin ou 2h. 40µg de 
protéines ont par la suite été soumis à une séparation par SOS-PAGE 10% 
et analysés par immunobuvardage avec un anticorps (11500) qui reconnaît 
la forme phosphorylée des p42/p44 MAPKs puis un anticorps qui 
reconnaît la forme active et inactive des p42/p44 MAPKs ( 1/3000) qui a 
servi de contrôle (A.) B. L'histogramme représente l'analyse 
densitométrique des résultats obtenus en A. soit 1 'activité des p42/p44 
MAPKs sur la quantité totale de p42/p44 MAPKs. 
A. 
Caeruléine 10-9 M: + + + + 
F + 1: + + 
Sécrétine t0-9 M: + + 
Sécrétine 10-1 M: + + 
Stimulation 
10 min 
- ~ - ._.. __,,... .._. - .,,,.,,.1 ~ p44-P 












0 Sécrétine -9M 
0 Sécrétine -7M 
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et de 1.5 fois après 2h de stimulation (fig. 18A et 18B). Cette activation 
soutenue est en connivence avec les données sur l'effet des agents 
mitogéniques sur l'activité des p42/p44 MAPKs (Kahan et al., 1992; Meloche 
et al., 1992; Vouret-Craviari et al., 1993). La forskoline + IBMX n'a 
pratiquement pas eu d'effet sur l'activité des p42/p44 MAPKs dans les acini 
pancréatiques non-stimulés à la caeruléine, mais a inhibé très légèrement, 
d'environ 10%, l'activité induite par la caeruléine après lOmin et 2h. Quant à 
la sécrétine, on a plutôt observé une augmentation de l'activité des p42/p44 
MAPKs dans les acini traités avec cette honnone, aux deux concentrations de 
I0-9M et de 10-7M, autant chez les acini non-stimulés (de 60% et 64% 
respectivement par rapport aux acini non stimulés après 1 Omin et de 80% et 
112% après 2h) que stimulés avec la caeruléine (de 24% et 43% respectivement 
dans les acini stimulés à la caeruléine pendant 1 Omin et de 57% et 45% après 
2h de stimulation). 
8. Effet de l'inhibition des p42/p44 MAPKs par le PD98059 sur la 
prolifération cellulaire des MIA PaCa-2 
La deuxième partie de mon projet avait pour objectif de clarifier le rôle 
des p42/p44 MAPKs dans la prolifération et la survie des cellules pancréatiques 
tumorales humaines. À l'aide d'un inhibiteur spécifique des MEKs 
(PD98059), les activateurs en amont des p42/p44 MAPKs (Alessi et al., 1995; 
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Figure 19. Effet du PD98059 sur la progression des cellules MIA 
PaCa-2 dans le cycle cellulaire 
A. 60µg de protéines des lysats issus des cellules pré-traitées pendant 30 
min avec 0.001% DMSO ou 20µM PD98059 puis stimulées avec 1% 
FBS pendant 1 Omin ou 2h ont été soumis à une séparation par SDS-
P AGE 10% et analysés par immunobuvardage à 1 'aide d'un anticorps 
(1/500) qui reconnaît spécifiquement la forme phosphorylée (active) des 
p42/p44 MAPK B. Les cellules ont été stimulées ou non pendant 22h 
avec 20µM PD98059 ± 1 % FBS. Durant les deux dernières heures, 1 µCi 
de 3H-thymidine a été ajouté afin de mesurer la réinitiation de la 
synthèse d 'ADN. Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport 
au contrôle stimulé avec 0.001% DMSO. C. 60µg de protéines des lysats 
issus des cellules traitées avec 0.001% DMSO, 20µM PD98059 ± 1% 
FBS pendant 16h ont été séparés par SOS-PAGE 12.5% puis analysés 
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Dudley et al., 1995), nous avons bloqué sélectivement cette voie de 
signalisation. La figure 19A nous confirme que la pré-incubation de 30min des 
cellules MIA PaCa-2 avec 20µM de PD98059 a inhibé rapidement (1 Omin) et 
d'une façon soutenue (au moins 2h) l'activité des p42/p44 MAPKs dans les 
cellules privées de sérum et dans les cellules stimulées par le sérum 1 %. Cette 
inhibition des p42/p44 MAPKs est associée à une réduction dramatique (95%) 
de l'incorporation de 3H-thymidine autant chez les cellules non-stimulées que 
stimulées au sérum 1% pendant 22h (fig. 198). Également, l'expression de 
l'inhibiteur du cycle cellulaire p27Kïpl est augmentée respectivement de 40%, 
41% et 27% en présence de 20µM PD98059 pendant 16h, 24h et 48h. L'ajout 
du PD98059 aux cellules cultivées en présence de sérum 1 % a inhibé 
complètement la dégradation de p27Kip1 observée lors d'une stimulation avec le 
sérum 1% (fig. 19C). 
9. Effet d'une inhibition prolongée des p42/p44 MAPKs sur la survie des 
cellules pancréatiques tumorales humaines 
Comme les conséquences à court terme d'une inhibition des p42/p44 
MAPKs étaient non négligeables, nous avons vérifié l'effet d'une inhibition de 
cette voie de signalisation sur la survie des cellules pancréatiques tumorales 
humaines. Les résultats de la figure 20 nous indiquent que le traitement 
prolongé (48h) des cellules MIA PaCa-2 (fig.20A) et des cellules BxPC-3 (fig. 
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Figure 20. Effet de l'inhibition prolongée des p42/p44 MAPKs sur la 
sunie des cellules pancréatiques tumorales humaines 
L 'ADN des cellules traitées pendant 24h, 48h ou 72h avec 0.001 % 
DMSO (-) ou 20µM PD98059 a été extrait et 30µg ont été portés sur gel 
afin d'être visualisés par coloration au bromure d 'éthidium. A. MIA 
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PD 20 µM: + PD 20 µM: + + 
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208) cultivées en absence de sérum avec 20µM de PD98059 a résulté en une 
fragmentation de l' ADN, un marqueur des cellules qui ont entamé un processus 
apoptotique (Loo et Rimmela, 1998). Les cellules P ANC-1 semblent plus 
résistantes à cette concentration de PD98059 puisque le traitement 
n'occasionne aucune fragmentation de l'ADN même après 72h (fig. 20C). Il 
est à noter qu'à l'exception des BxPC-3 (fig. 208), les cellules privées de 
facteurs de croissance exogènes ne montrent aucune fragmentation de l' ADN 
suggérant qu'elles sont aptes à survivre dans de telles conditions. Une autre 
observation importante est la protection contre cette fragmentation de l' ADN 
apportée par aussi peu que 1% sérum, mais aussi par 10% sérum (fig. 20A). 
La réponse apoptotique des cellules MIA PaCa-2 au PD98059 semble 
requérir un certain niveau d'inhibition des p42/p44 MAPKs ainsi qu'une durée 
minimum de cette inhibition. En effet, la figure 21 A nous montre les degrés 
d'inhibition des p42/p44 MAPK.s atteints par des concentrations croissantes de 
PD98059 après 48h de traitement des cellules MIA PaCa-2 (5% d'inhibition 
par 5µM de PD98059, 49% par lOµM, 78% par 15µM et 64% par 20µM). Ces 
degrés d'inhibition concordent avec la fragmentation del' ADN observée après 
48h de traitement avec ces mêmes concentrations d'inhibiteur (fig. 218) où 
l'on observe de la fragmentation de rADN qu'à partir de 15µM de PD98059. 
Cela suggère qu'il existe un seuil d'activité p42/p44 MAPKs qui détermine si 
la cellule entre dans un processus apoptotique ou si elle demeure viable. Un 
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Figure 21. Effet du niveau et de la durée de l'inhibition des p42/p44 
MAPKs sur la réponse apoptotique obsen'ée dans les cellules 
pancréatiques tumonles humaines MIA PaCa-2 suite au tnitement 
avec le PD98059 
Les cellules ont été traitées pendant 48h avec 0.00 l % DMSO (0) ou avec 
des concentrations croissantes de PD98059 A. 40µg de protéines issus 
des cellules traitées ont été séparés par SOS-PAGE 10% et l'activité des 
p42/p44 MAPKs a été analysée (anticorps 11500). B. L 'ADN des 
cellules traitées a été extrait et 30µg ont été portés sur gel d 'agarose 
1.5% afin d'être visualisés par coloration au bromure d 'éthidium. C. 
Les cellules ont été traitées 48h avec 0.00 l % DMSO, 20µM PD98059 
ou 24h avec 20µM PD98059 puis rincées deux fois avec du milieu sans 
FBS et réincubées pour une période de 24h avec 0.00 l % DMSO. 30µg 
d 'ADN des cellules traitées ont été portés sur gel d 'agarose 1.5% et 
visualisés par coloration au bromure d 'éthidium. 
A. 
PD98059 : 0 5µM lOµM 15µM 20µM 
, .. ;; • -1 ~ g~~:~ 
~ = cr 100 ·- -!: = 
·~ = 80 5; = :E 60 .... ·-·~ -= = = 40 ~ ·-"Cl .. 
~ "Cl 20 
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B. 
PD98059: 0 5µM lOµM 15µM 20µM 
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petit test nous a permis de conclure qu'une inhibition prolongée des p42/p44 
MAPKs était nécessaire pour diriger les cellules vers la mort cellulaire 
programmée. D'une part, aucune fragmentation de rADN n'a été visualisée 
après 24h de traitement au PD98059 (fig. 20A). D'autre part, si on traite les 
cellules pendant 24h avec le PD98059, qu'on rince convenablement avec du 
milieu sans sérum et qu'on réincube les cellules dans du milieu exempt de 
sérum pendant une seconde période de 24h, aucune fragmentation de 1' ADN 
n'est observée (fig. 21C). 
IO.Effet d'une inhibition des p42/p44 MAPKs sur l'activité des autres cascades 
MAPKs 
Le peu d'études suggérant un rôle des p42/p44 MAPKs dans la survie 
cellulaire démontrent, la plupart du temps, que c'est une balance des différentes 
cascades MAPKs qui détermine le devenir de la cellule : les p42/p44 MAPKs 
promouvant la survie cellulaire et les p38 MAPK et JNKs favorisant la mort 
cellulaire programmée (Xia et al., 1995). Pour s'assurer que la fragmentation 
de l' ADN observée suite au traitement des cellules avec le PD98059 n'était pas 
une conséquence de l'activation d'une autre cascade MAPK, nous avons dosé 
l'activité de la p38 MAPK et des JNKs dans les cellules traitées avec le 
PD98059. Comme on peut le voir à la figure 22, aucune modulation de 
l'activité de la p38 MAPK (fig. 22A) et des JNKs (fig. 228) n'a été détectée 
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Figure 22. Effet de l'inhibition des p42/p44 MAPKs sur 1 'activité de 
la p38 MAPK et des JNKs dans les cellules MIA PaCa-2 
A. Les cellules ont été traitées avec 0.001% DMSO (-) ou 20µM 
PD98059 pendant 16h, lysées puis la p38 MAPK a été immunoprécipitée 
à 1 'aide d'un anticorps spécifique (8/1000). L'activité kinase a pu être 
évaluée par la mesure de 1 'AT32P incorporé dans le MBP (myelin basic 
protein) utilisé comme substrat et visualisé par autoradiographie. B. Les 
cellules ont été traitées 16h, 24h, et 48h avec 0.001% DMSO, 20µM 
PD98059 ± 20µM SB203580, lysées, JNK a été précipitée à 1 'aide de la 
protéine de fusion c-jun-gst et 1 'activité a été dosée en évaluant la 
radioactivité (AT32P ) incorporée dans c-jun-gst par autoradiographie. 
A. 
PD98059 20 µM: + 
~MBP 
B. 
PD98059 20 µM: - + + + -
SB203580 20 µM: - - + + + 
-------.-.~-. -.-. -_-/-ij'-.. 1 -1-- c-jun-gst 
l 6h 24h 48h l 6h 24h 48h l 6h 24h 48h 
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dans nos cellules mises en présence de PD98059. Pour le dosage de l'activité 
des JNKs, le S8203580, un inhibiteur spécifique de la p38 MAPK (Lee et al., 
1994), stimule l'activité des JNK dans les cellules MIA PaCa-2 d'une manière 
encore inconnue, et, pour cette raison, il a été utilisé comme contrôle positif 
d'une activité JNK. 
11. Effet de l'inhibition des p42/p44 MAPKs sur l'expression des homologues 
Bcl-2 
Les homologues Bcl-2 constituent une famille de protéines centrales 
dans la régulation de la mort cellulaire programmée. On sait que le ratio entre 
les membres anti-apoptotiques et pro-apoptotiques de cette famille de protéines 
influence le devenir de la cellule (Farrow et Brown, 1996). Ainsi, afin de 
décortiqué le processus d'apoptose que l'on a observé et afin d'en élucider les 
mécanismes, nous avons déterminé si le PD98059 influençait l'expression de 
plusieurs homologues Bcl-2. 
Le traitement des cellules pancréatiques tumorales humaines MIA PaCa-
2 au PD98059 a affecté le niveau d'expression de tous les membres Bcl-2 anti-
apoptotiques analysés (fig. 23) : le niveau d'expression de Bcl-2 a été diminué 
de 32%, 38% et 39% après 16h, 24h, et 48h de traitement avec le PD98059, 
celle de Bcl-Xt de 74%, 45%, et 61%, celle de Mcl-1 de 28%, 57% et 71% et 
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Figure 23. Régulation del 'expression des protéines anti-
apoptotiques par le PD980S9 dans les cellules MIA PaCa-2 
Les cellules ont été traitées pendant 16h, 24h ou 48h avec 0.001% 
DMSO (-) ou 20µM PD98059 A. 60µg de protéines issus des cellules 
traitées ont été séparés par SOS-PAGE 12.5% et l'expression de Bcl-2 
(1/1000), Bel-XL (l/1000), Mcl-1(11200) et Bag-1 (111000) a été 
évaluée. B. Représentation graphique exprimée en pourcentage par 
rapport à chacun des contrôles de la variation d 'expression des 
différents homologues anti-apoptotiques en fonction du temps. 
A. 
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Figure 24. Régulation del 'espression des homologues pro-
apoptotiques Bcl-2 par le PD98059 dans les cellules MIA PaCa-2 
Les cellules ont été traitées pendant 16h, 24h ou 48h avec 0.001% 
DMSO (-) ou 20µM PD98059 A. 60µg de protéines issus des cellules 
traitées ont été séparés par SDS-PAGE 12.5% et l'expression de Bax 
(111000), Bak (111000) et Bad (111000) a été évaluée. B. Représentation 
graphique exprimée en pourcentage par rapport à chacun des contrôles 
de la variation d'expression des différents homologues pro-apoptotiques 
en fonction du temps. 
A. 
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finalement, le niveau d'expression de Bag-1, une protéine liant Bcl-2 bien 
connu pour ces effets anti-apoptotiques, a été diminuée de 42%, 18% et 26% 
après 16h, 24h et 48h d'incubation avec l'inhibiteur de la MEK. 
Quant aux homologues pro-apoptotiques Bax, Bak et Bad, leur niveau 
d'expression a varié beaucoup moins que celle des membres anti-apoptotiques 
(fig. 24). Le niveau d'expression de Bax ne semble pas avoir varié. 
Néanmoins, on observe une augmentation d'environ 50% du niveau 
d'expression de Bak après l 6h de traitement avec le PD98059 qui revient au 
niveau contrôle à 48h, tandis que le niveau d'expression de Bad diminue 
d'environ 50% après 16h de traitement, augmente d'environ 25% après 24h et 
finalement, culmine après 48h en présence de PD98059 (expression de 50% 
supérieure au contrôle non-traité). 
12. Effet du traitement des cellules MIA PaCa-2 au PD98059 sur l'activité des 
caspases 
Les caspases sont considérées comme la machinerie protéolytique de 
l'apoptose. Nos efforts se sont donc orientés vers la mesure d'une activité 
caspase afin d'évaluer leur implication dans l'apoptose observée suite au 
traitement des cellules avec le PD98059. 
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Les résultats de la figure 25 démontrent que le 1raitement des cellules au 
PD98059 n'a pas induit d'activité de la famille CASP-1 après 24h et 48h (fig. 
25A), mais a accru celle de la famille CASP-3 de près de deux fois dans les 
cellules traitées pendant 24h au PD98059 et de quatre fois dans les cellules 
traitées pendant 48h (fig. 258). Pour confirmer qu'il s'agissait bien d'une 
activité de la famille CASP-3 que nous dosions, nous avons ajouté lors du 
dosage un inhibiteur de la famille CASP-3, le z-DEVD-fink, à un échantillon 
traité pendant 48h avec le PD98059. Cela a eu pour effet de bloquer 
complètement l'activité de type caspase-3 induite par le PD98059 (fig.25C). 
Les caspases actives peuvent hydrolyser plusieurs substrats dont 
l'enzyme de réparation del' ADN, la poly(ADP)-ribose polymérase (PARP) qui 
s'avère plus spécifiquement un substrat des caspases -3 et -7 in vivo (Lazebnik 
et al., 1994, Salvesen et Dixit, 1997). À l'aide d'un anticorps qui reconnaît la 
forme non clivée (113 kDa) et clivée (89kDa) de la PARP, nous avons observé 
un clivage de cette enzyme lors du traitement des cellules MIA PaCa-2 pendant 
48h avec le PD98059 (fig. 26). Ce résultat suggère fortement que l'activité 
CASP-3 induite par le PD98059 (fig. 258) conduit au clivage de la PARP qui 
ne peut désormais accomplir sa fonction de réparation de l' ADN. De plus, 
comme c'était le cas lors de la fragmentation de l' ADN, l'ajout de sérum 1 % 
(fig. 26A) ou 10% (fig.268) a inhibé partiellement ou complètement le clivage 
de la P ARP appuyant l'idée que les voies de signalisation activées par le sérum 
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Figure 25. EfTet du traitement des cellules MIA PaCa-2 au P098059 
sur 1 'activité de la famille CASP-1 et CASP-3 
Les cellules ont été traitées pendant 24h ou 48h avec 0.001% DMSO ou 
20µM PD98059. 25 µg de protéines des lysats cellulaires ont été incubées 
avec 20µM de Ac-YV AD-AMC (substrat de la famille CASP-1) (A.) ou 
de Ac-DEVD-AMC (substrat de la famille CASP-3) (B.) et l'émission 
émis par le peptide fluorogénique AMC libéré suite à une activité 
caspase a été mesurée grâce à un spectrofluoromètre. C. 25µg de 
protéines des cellules traitées avec le PD pendant 48h ont été incubées 
avec 50µM de z-DEVD-fink (un inhibiteur de la famille CASP-3) 
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Figure 26. Effet du PD98059 sur 1 'expression de la poly(ADP)-
ribose polyménse (P ARP) chez les cellules MIA PaCa-2 
Les cellules ont été traitées pendant 16h, 24, ou 48h avec 0.001 % DMSO 
(-) ou 20µM PD98059 ± 1% FBS (A.) ou 10% FBS (B). 60µg de 
protéines des cellules traitées ont été séparés par SOS-PAGE 7 .5% et 
analysés par immunobuvardage à 1 'aide d'un anticorps qui reconnaît les 
fonnes non clivé et clivée de la P ARP (l/l 0000). 
A. 
B. 
FBS 1%: - + 
PD98059 20 µM: + + + + 
1 -1~113kDa -- · ~ 89 kDa --------------------
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procurent une protection contre l'apoptose induite par le traitement des cellules 
au PD98059. 
Pour confinner le rôle des caspases dans l'induction de l'apoptose 
induite par le PD98059, nous avons traité les cellules avec des inhibiteurs de 
caspases. L'inhibiteur de la famille de la CASP-3, le z-DEVD-fmk (50µM et 
lOOµM), a réduit significativement la fragmentation de l'ADN causée par un 
traitement des cellules MIA PaCa-2 au PD98059 pendant 48h, tandis que 
l'inhibiteur de la famille de la CASP-1, le z-V AD-fink, n'a eu qu'un effet 
partiel à une concentration de 1 OµM, mais a bloqué complètement la 
fragmentation de l'ADN lorsqu'utilisé à une concentration de 50µM (fig. 27). 
De plus, la combinaison des deux inhibiteurs aux plus faibles concentrations 
utilisées (SOµM z-DEVD-fink + IOµM z-V AD-finie), a protégé complètement 
les cellules contre la fragmentation de l'ADN induite par le PD98059. 
13. Effet d'une inhibition des cyclooxygénases sur la survie des cellules MIA 
PaCa-2 
Le PD98059 a d'abord été décrit comme un inhibiteur spécifique des 
MEKl/2 (Alessi et al., 1995; Dudley et al., 1995). Cependant, une étude 
récente a démontré que l'inhibiteur était capable d'inhiber l'activité des 
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Figure 27. Effet des inbibiteun des familles CASP-1 et CASP-3 sur 
la fragmentation de 1 'ADN observée suite au traitement des cellules 
MIA PaCa-2 au PD98059 
Les cellules ont été traitées pendant 48h avec 0.001% DMSO, 20µM 
PD98059 ± 50µM z-DEVD-fink (inhibiteur de la famille CASP-3), 
lOOµM z-DEVD-~ lOµM z-VAD-fink (inhibiteur de la famille 
CASP-1), 50µM z-VAD-fink ou 50µM z-DEVD-fmk + lOµM z-VAD-
fink puis 1 'ADN a été extrait et 30µg ont été portés sur gel d 'agarose 
1.5% afin d'être visualisés par coloration au bromure d 'éthidium. 
Inhibiteurs de caspases: -
PD98059 20 uM: - + + + + + + •••••• :. 




cyclooxygénases 1 (COX-1) et 2 (COX-2) purifiées des plaquettes humaines 
(Borsch-Haubold et al., 1998). De plus, l'inhibition des COXs a déjà été 
associée à l'apoptose dans une lignée cellulaire tumorale prostatique humaine 
(Liu et al., 1998), dans les xénogreffes de cancers gastriques (Sawaoka et al., 
1998) et dans les cellules épithéliales intestinales (Tsujii et DuBois, 1995). 
Étant donné ces résultats, nous nous devions de vérifier le rôle potentiel de 
l'inhibition des COXs dans l'induction de l'apoptose dans les cellules 
pancréatiques tumorales humaines traitées avec le PD98059. Pour ce faire, 
nous avons employé un inhibiteur spécifique de la COX-2, le NS398, ainsi 
qu'un inhibiteur non sélectif des COX-1 et COX-2, l'indométhacine. Les 
concentrations utilisées pour chacun des inhibiteurs ont déjà été montrées pour 
inhiber complètement l'activité des COXs (Lora et al., 1998). En plus d'une 
absence d'effet sur l'incorporation de 3H-thymidine (fig. 28A), le traitement 
des cellules pendant 48h au NS398 ou à l'indométhacine n'a jamais causé le 
clivage de la PARP (fig. 288). Ainsi, même si le PD98059 peut inhiber 
l'activité des COXs, cet effet n'est pas la cause de l'apoptose observée suite au 
traitement des cellules avec l'inhibiteur de la MEK. 
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Figure 28. Effet d'une inhibition des eyeloosygénases, COX-1 et 
COX-2, sur la viabilité des cellules MIA PaCa-2 
A. Les cellules ont été stimulées pendant 22h avec 0.001 % DMSO, 
1 OµM NS398 (inhibiteur de la COX-2) ± 1 % FBS ou 1 µM 
indométhacine (inhibiteur non sélectif des COXs) ± 1% FBS . Durant 
les deux dernières heures, 1 µCi de 3H-thymidine a été ajouté afln de 
procéder à une mesure de la réinitiation de synthèse d 'ADN. Les 
résultats sont exprimés en pourcentage par rapport au contrôle stimulé 
avec le 0.001% DMSO. B. 40µg de protéines des lysats de cellules 
traitées pendant 48h avec 0.001% DMSO, 20µM PD98059, lOµM 
NS398, 50µM NS398, 1 µM indométhacine, SµM indométhacine ont été 
séparés par SDS-P AGE 7 .5% et analysés par immunobuvardage à l 'aide 
d'un anticorps dirigé contre la PARP (1/10000). 
A. 
B. 




--- 113 kDa 
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14. Effet d'une hyperactivation des p42/p44 MAPKs sur l'apoptose induite par 
le PD98059 
Nous avons démontré jusqu'à présent que l'inhibition prolongée des 
p42/p44 MAPKs menait à la mort cellulaire programmée. Si tous les effets 
observés sont effectivement sous la dépendance de l'activité des p42/p44 
MAPKs, il est logique de penser qu'une hyperactivation de celles-ci préviendra 
l'apoptose causée par le PD98059. 
Dans le but de prouver le rôle des p42/p44 MAP.Ks dans le processus 
d'apoptose occasionné par un traitement des cellules MIA PaCa-2 au PD98059, 
nous avons stimulé les p42/p44 MAPKs à l'aide du SB203580, un inhibiteur de 
la p38 MAPK (Lee et al., 1994), mais qui stimule également, de façon 
soutenue, les p42/p44 MAPKs dans les cellules MIA PaCa-2 (fig. 29A). Ceci 
est en accord avec de récentes études démontrant que le SB203580 est apte à 
stimuler Raf-1 et à initier la cascade menant à l'activation des p42/p44 MAPKs 
(Hall-Jackson et al., 1999; Kalmes et al., 1999). En plus d'indiquer que le 
PD98059 inhibe de façon prolongée (16h, 24h et 48h) l'activité des p42/p44 
MAPKs (mais sans l'inhiber complètement; en effet une exposition supérieure 
du film nous permettrait de distinguer également la p44 MAPK qui semble ici 
complètement inhibée par le PD98059), la figure 29A nous indique que 
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Figure 29. Effet du 88203580 sur l'activité des p42/p44 MAPKs, sur 
la fragmentation de 1 'ADN et sur l'expression des •omologues Bcl-2 
dans les cellules MIA PaCa-2 tnitées au PD98059 
A. 60µg des protéines des lysats des cellules stimulées pendant l 6h, 24h 
ou 48h avec 0.001% DMSO (-), 20µM PD98059 ± 20µM SB203580 ont 
été séparés par SOS-PAGE 10% et analysés par immunobuvardage avec 
un anticorps qui reconnaît la fonne pbosphorylée des p42/p44 MAPKs 
( 11500). B. 30µg d 'ADN des cellules traitées 48h avec 0.001 % DMSO, 
20µM PD98059 ± 20µM SB203580 ont été visualisés par coloration au 
bromure d 'éthidium après avoir migré sur un gel d 'agarose 1.5%. C. 
60µg de protéines des lysats de cellules traitées pendant 24h ou 48h avec 
0.001% DMSO, 20µM PD98059 ± 20µM SB203580 ont été séparés par 
SDS-PAGE 12.5% et analysés par immunobuvardage à l'aide 
d'anticorps qui reconnaissent Bcl-2 (1/1000), Bel-XL (1/1000) et Mcl-1 
(11200). 
A. 
PD98059 20 µM: - + + + - + + + 
SB203580 20 µM: - - - - + + + + + + 
,-_-_-_----... - .... - .... ------;~ g1~=~ 
B. 
c. 
16h 24h 48h 16h 24h 48h 16h 24h 48h 16h 24h 48h 
PD98059 20 µM: -





PD9805920 µM: - + + - - + + 
SB203580 20 µM: - + + + + 
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l'activité p42/p44 MAPKs est revenue au niveau contrôle lorsque les cellules 
ont été mises en présence des deux inhibiteurs, le PD98059 et le SB203580. 
Étant donné que le SB203580 surstimule de façon importante les p42/p44 
MAPKs, probablement que le PD98059 à une concentration de 20µM n'est pas 
suffisant pour réduire l'activité des p42/p44 MAPKs comme dans les cellules 
traitées au PD98059 seulement. Sûrement qu'une augmentation de la 
concentration de PD98059 dans les cellules traitées au SB203580 nous 
pennettrait de réduite davantage l'activité des p42/p44 MAPKs amenée par une 
stimulation de Raf-1 (par le SB203580), mais il faut alors se méfier des trop 
fortes concentrations de PD98059 qui inhibent aussi la synthèse protéique. Au 
niveau de la fragmentation de l'ADN, le SB203580 employé seul n'a pas eu 
d'effet et, en combinaison avec le PD98059, il a bloqué efficacement la 
fragmentation induite par ce dernier (fig. 298). Cette stimulation des p42/p44 
MAPKs par le SB203580, en plus d'augmenter l'expression des homologues 
anti-apoptotiques Bcl-2, Bel-XL et Mcl-1, a freiné la diminution d'expression 
de ces homologues entraînée par le traitement des cellules avec le PD98059 
(fig. 29C). À noter que seuls les homologues ayant variés lors du traitement 
avec le PD98059 ont été analysés. Le 88203580 a également affecté les 
caspases ; tout en laissant intacte l'activité de type CASP-1, il a inhibé de 30% 
l'activité de type CASP-3 induite par le PD98059 après 48h de traitement (fig. 
30A). De plus, il a prévenu efficacement le clivage de la PARP (fig. 308). 
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Figure 30. Effet du SB203580 sur l'activité de la famille CASP-1 et 
de la CASP-3 ainsi que sur le clivage de la P ARP induits par le 
PD98059 dans les cellules MIA PaCa-2 
A. Les cellules ont été traitées pendant 24h ou 48h avec 0.001% DMSO 
ou 20µM PD98059 ± 20µM SB203580. 25µg de protéines ont été 
incubés avec 20µM de Ac-YV AD-AMC, un substrat de la caspase-1 
(graphique du haut), ou de Ac-DEVD-AMC, un substrat de la caspase-3 
(graphique du bas), et l'émission émis par le peptide Ouorogénique AMC 
libéré suite à une activité caspase a été mesurée grâce à un 
spectrofluoromètre. B. 60µg de protéines des lysats de cellules traitées 
pendant l 6h, 24h ou 48h avec 0.001 % DMSO (-), 20µM PD98059 ± 
20µM SB203580 ont été séparés par SOS-PAGE 7.5% et analysés par 
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Une autre façon d'augmenter l'activité des p42/p44 MAPKs a impliqué 
la construction d'un clone stable de MIA PaCa-2 exprimant une MEK 
constitutivement active (MEK CA). Il est bon de mentionner ici que la MEK 
CA tire son activité constitutive par le fait que des acides aspartiques 
remplacent les sérines 218 et 222 habituellement phosphorylées par Raf et 
ainsi, ces acides aspartiques miment la charge négative nonnalement amenée 
par la phosphorylation de Raf-1 (Pagès et al., 1994). Comme l'inhibiteur 
PD98059, en se liant à la MEK, inhibe sa phosphorylation par Raf (Alessi et 
al., 1995; Dudley et al., 1995), on peut s'imaginer que le PD98059 aura plus de 
difficulté à inhiber une MEK qui ne dépend pas de sa phosphorylation par Raf 
pour être active. Agissant comme contrôles, un clone stable exprimant le 
vecteur vide pECE ainsi qu'un autre clone exprimant une MEK de type 
sauvage (MEK WT) ont été utilisés. La figure 31 A nous indique que l-
i' activité des p42/p44 MAPKs du clone MEK CA est supérieure à l'activité 
dans les clones pECE et MEK WT; 2- l'activité des p42/p44 MAPKs qui 
demeure suite au traitement du clone MEK CA avec le PD98059 est supérieure 
à l'activité des p42/p44 MAPKs dans les clones pECE et MEK WT traités au 
PD98059 et est comparable à l'activité p42/p44 MAPKs du clone stable pECE 
non traité au PD98059; 3- les cellules exprimant la MEK CA semblent plus 
résistantes à l'effet du PD98059 utilisé à une concentration de 20µM car la 
fragmentation de l' ADN est moins importante que celle observée dans les 
cellules traitées au PD98059 et exprimant le vecteur vide (pECE) ou la MEK 
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Figure 31. Effet d'an mutant constitutif actif de la MEKI sur la 
fragmentation de 1 'ADN induite par 20µM PD98059 dans les 
cellules MIA PaCa-2 
Les cellules ont été co-transfectées de façon stable avec le vecteur de 
sélection pcDNA3 et le vecteur vide pECE vide, MEK WT ou MEK CA. 
A. 60µg de protéines issus des lysats des cellules traités ou non avec 
20µM PD98059 pendant 48h ont été séparés par SOS-PAGE l 0% et 
analysés avec un anticorps ( 11500) dirigé contre la fonne active des 
p42/p44 MAPKs B. Les différents clones ont été traités 48h avec 20µM 
PD98059. 30µg d 'ADN extrait ont été portés sur gel d 'agarose l.5% et 
visualisés par coloration au bromure d 'éthidium. C. 60µg de protéines 
issus des lysats des cellules traitées pendant 24h ou 48h au PD98059 ont 
été séparés par SOS-PAGE 7.5 % et analysés avec un anticorps 
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WT (fig. 318); 4- finalement, l'analyse de la PARP dans les différents clones 
(pECE, MEK WT et MEK CA) nous indique que l'expression d'une MEK CA 
a retardé son clivage d'environ 24h (fig. 28C). 
15. Effet d'une inhibition du protéasome sur les cellules MIA PaCa-2 traitées 
au PD98059 
Jusqu'ici, nos résultats ont clairement démontré que c'est l'inhibition 
prolongée des p42/p44 MAPKs qui est néfaste à la survie des cellules 
pancréatiques tumorales humaines MIA PaCa-2. Puisque le phénomène 
requiert un certain temps (entre 24h et 48h), cela suggère l'implication de la 
néosynthèse protéique ou encore de la dégradation protéique dans 1 'apoptose 
observée suite au traitement des cellules avec le PD98059. Pour vérifier ces 
possibilités, nous avons traité les cellules avec un inhibiteur de synthèse 
protéique, la cycloheximide, ainsi qu'avec un inhibiteur de protéasome, le 
LLnL (Palombella et al., 1994). Malheureusement, nous n'avons pu évaluer 
l'implication de la néosynthèse protéique dans l'apoptose induite par un 
traitement prolongé au PD98059 puisque l'ajout de 20µglml de cycloheximide 
aux cellules a été suffisant pour induire une fragmentation de I' ADN (fig. 
32A). Cependant, l'ajout du PD98059 à ces cellules n'a pas augmenté la 
fragmentation déjà observée. Quant au LLnL, aucune fragmentation de l' ADN 
n'a été visualisée dans les cellules traitées avec cet inhibiteur de protéasome et 
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Figure 32. Effet de l'inhibition du protéasome sur la fngmentation 
de 1 'ADN et sur 1 'es:pression des homologues Bcl-2 anti-
apoptotiques dans les cellules MIA PaCa-2 traitées au PD98059 
A. 30µg d 'ADN des cellules traitées 48h avec 0.001 % DMSO (-), 20µM 
PD98059 ± 15µM LLnL ont été visualisés par coloration au bromure 
d 'éthidium après avoir migré sur un gel d 'agarose 1.5%. B. 60µg de 
protéines des lysats de cellules traitées pendant 16h, 24h ou 48h avec 
0.001% DMSO, 20µM PD98059 ± lSµM LLnL ont été séparés par 
SDS-PAGE 12.5% et analysés par immunobuvardage à 1 'aide 
d'anticorps qui reconnaissent Bcl-2(1/1000), Bel-XL (111000) et Mcl-1 
(11200). 
A. 
PD98059 20 µM: + 




Cycloheximide 20 µg/mL: + + 
B. 
PD98059 20 µM: - - - + + + + + + 
LLnL 15 µM: - - + + + 
...., Bcl-2 
1- - - . - - - - - 1-- Bel-XL 
1-- - - - - - - 1-- Mcl-1 
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surtout, il a complètement bloqué la fragmentation de l' ADN induite par un 
traitement des cellules au PD98059 pendant 48h (fig. 32A). 
Afin de comprendre comment un inhibiteur de protéasome pouvait 
protéger contre la mort cellulaire programmée suite à une inhibition prolongée 
des p42/p44 MAPKs, nous avons évalué son effet sur l'expression des 
homologues anti-apoptotiques Bcl-2 ainsi que sur l'activité de la famille 
CASP-3. Tel que démontré à la figure 328, l'addition du LLnL aux cellules 
traitées au PD98059 a eu pour effet d'accentuer la répression de l'expression 
des homologues Bcl-2 et Mcl-1. Cependant, l'expression de Bcl-Xt a été 
partiellement rétablie. Encore une fois, seuls les homologues ayant variés au 
cours du traitement avec le PD98059 ont été évalués. De plus, le protéasome 
semble impliqué dans la régulation de l'activité CASP-3 puisque l'addition de 
LLnL aux cellules a prévenu l'activation de la famille CASP-3 induite par le 
PD98059 (fig. 33A) sans toucher à l'activité de type CASP-1. En accord avec 
ce résultat, le clivage de la P ARP a été partiellement bloqué par le LLnL après 
48h de traitement avec le PD98059 (fig. 338). 
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Figure 33. Eft'et de l'inhibition du protéasome sur l'activité de la 
famille CASP-1 et CASP-3 et sur l'expression de PARP dans les 
cellules MIA PaCa-2 tnitées au PD98059 
A. Les cellules ont été traitées pendant 24h ou 48h avec 0.001 % DMSO 
(-) ou 20µM PD98059 ± l SµM LLnL. 25µg de protéines ont été incubés 
avec 20µM de Ac-YV AD-AMC, un substrat de la famille CASP-1 
(graphique du haut), ou de Ac-DEVD-AMC, un substrat de la famille 
CASP-3 (graphique du bas), et l'émission émise par le peptide 
tluorogénique AMC libéré suite à une activité caspase a été mesurée 
grâce à un spectrotluoromètre. B. 60µg de protéines des lysats de 
cellules traitées pendant l 6h, 24h ou 48h avec 0.001 % DMSO (-), 20µM 
PD98059 ± lSµM LLnL ont été séparés par SOS-PAGE 7.5% et 
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16. Effet de la forskoline + mMX sur la viabilité des cellules pancréatiques 
tumorales humaines MIA PaCa-2 
Dans la première partie de mon ttavail, j'ai décrit comment la forskoline 
+ ŒMX arrivaient à inhiber la prolifération cellulaire: via l'inhibition des 
p42/p44 MAPKs et l'expression élevée de l'inhibiteur du cycle cellulaire 
p27Kipl. Comme on peut le constater, il s'agit pratiquement des mêmes effets 
que ceux occasionnés par le traitement des cellules au PD98059. Nous 
pouvons donc nous demander si la forskoline + mMX n'induiraient pas 
l'apoptose dans les cellules MIA PaCa-2. Pour vérifier cela, nous avons traité 
les cellules avec ces agents pendant 48h, temps requis par le PD98059 pour 
induire une fragmentation de l'ADN. La figure 34A nous confirme que la 
forskoline + IBMX bloquent les cellules en phase G 1 du cycle cellulaire (fig. 
9B) sans les entraîner dans un programme apoptotique. 
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Figure 34. Effet de la fonkoline + IBMX (F + 1) sur la viabilité des 
cellules MIA PaCa-2 
A. Les cellules ont été traitées pendant 24h ou 48h avec 0.001 % DMSO 
(-), 20µM PD98059 ou 4µglmL de forskoline + lmM IBMX. 30µg de 
1 'ADN extrait des cellules traitées ont été portés sur gel d 'agarose 1.5% 
et visualisés par coloration au bromure d 'éthidiurn. B. 30µg de 
protéines des lysats de cellules traitées pendant 24h ou 48h avec 0.001 % 
DMSO (-), 20µM PD98059 ou 4µg/mL de forskoline + lmM IBMX ont 
été séparés par SOS-PAGE 10% et analysés par immunobuvardage à 
1 'aide d'un anticorps spécifique aux p42/p44 MAPKs actives (1/500). 
A. 
B. 
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1. Inhibition de la prolifération des cellules pancréatiques tumorales humaines 
PANC-1 et MIA PaCa-2 par l'AMPc 
En utilisant la forkoline, un activateur de l'adénylyl cyclase (SeaJDon et 
Daly, 1986), et l'IBMX, un inhibiteur de phosphodiestérases (Parsons et al., 
1988), nous avons démontré que le traitement des cellules P ANC-1 et MIA 
PaCa-2 avec la combinaison de ces agents résultait en l'inhibition de la 
prolifération cellulaire confinnée par la méthode de croissance clonale (fig. 8). 
Ce blocage de la prolifération résulte d'un arrêt en phase G 1 du cycle cellulaire 
puisque le traitement des cellules P ANC-1 et MIA PaCa-2 avec la forskoline + 
IBMX inhibe la réinitiation de la synthèse d'ADN (fig. 9) et réduit les niveaux 
de phosphorylation de pRb et pl30 (fig. 10). 
Aussi, nous avons montré que la forskoline + IBMX bloque de façon 
soutenue (pendant au moins 2h) l'activité des p42/p44 MAPKs observée en 
absence et en présence de sérum (fig. 11). Comme je l'ai décrit dans 
l'introduction, l'activation de ces kinases est nécessaire à la prolifération des 
cellules (Robinson et Cobb, 1997). Ces résultats sont en accord avec d'autres 
études démontrant l'effet inhibiteur de l'AMPc sur l'activité des p42/p44 
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MAPKs (Chen et Iyengar, 1994; Matousovic et al., 1995). En effet, des 
travaux ont démontré que I' AMPc peut prévenir l'activation de Raf-1 par Ras 
(Cook et McCormick, 1993; D' Angelo et al., 1997). Cela serait rendu possible 
grâce à l'intervention de la protéine kinase A (PKA) qui est activée par l' AMPc 
(Walsh et al., 1968). En effet, il a été démontré que la PKA phosphorylait, in 
vitro et in vivo, Raf-1 (Hafuer et al., 1994) sur la sérine 43 située dans le 
domaine régulateur réduisant ainsi 1' affinité de Raf-1 pour Ras (Wu et al., 
1993). Nos résultats semblent donc en accord avec un tel mécanisme d'action 
de l'AMPc dans l'inhibition des p42/p44 MAPKs, mais nécessiteraient la 
confmnation par le dosage des activités des activateurs en amont des p42/p44 _ 
MAPKs soit le dosage de Ras, Raf et MEK. Ce qu'on observe dans les cellules 
pancréatiques tumorales humaines diftère cependant des résultats obtenus dans 
les fibroblastes de hamster CCL39 où l'augmentation des concentrations 
intracellulaires d' AMPc décalait la cinétique d'activation des p42/p44 MAPKs 
sans pour autant inhiber la voie (McKenzie et Pouysségur, 1996). 
Malheureusement, cet effet de 1 'AMPc n'a pu être confirmé dans des 
cellules pancréatiques nonnales. Malgré le fait que les agents utilisés sont 
connus pour augmenter les concentrations intracellulaires d' AMPc dans les 
acini pancréatiques de rat (Larose et al., 1989), une très légère inhibition de 
l'activité des p42/p44 MAPKs stimulées par la caeruléine a été observée dans 
les acini pré-incubés avec la forskoline + IBMX tandis qu'une stimulation de 
ces enzymes est survenue lors de la pré-incubation des cellules avec la sécrétine 
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(fig. 18). Pour expliquer en partie ces résultats, soulignons le fait que les 
P ANC-1 et MIA PaCa-2 sont des cellules pancréatiques tumorales humaines 
d'origine ductale (Lieber et al., 1975; Yunis et al., 1977). Donc, en plus de 
provenir d'une autre espèce, le rat, les acini nonnaux diftèrent de par leur 
origine cellulaire. Il est possible que la régulation des événements 
intracellulaires induits par l' AMPc varient d'une espèce à l'autre et d'une 
origine cellulaire à l'autre. Quant à 1 'effet de la sécrétine qui accroît l'activité 
des p42/p44 MAPKs dans les acini non stimulés et stimulés par la caeruléine, 
rappelons que la sécrétine potentialise l'effet trophique de la caeruléine sur le 
pancréas exocrine de rat (Sarfati et al., 1985; Solomon et al., 1983). Étant 
donné leur rôle important dans la prolifération cellulaire, les p42/p44 MAPKs 
pourraient être un moyen par lequel la sécrétine potentialise leffet de la 
caeruléine sur la croissance pancréatique. 
Pour réellement vérifier le rôle de l'inhibition des p42/p44 MAPKs dans 
l'action antimitogénique de l 'AMPc, nous avons cotransfecté un mutant 
constitutif actif de la MEKl avec le gène rapporteur E2F-luciférase, gène 
rapporteur indicatif de prolifération cellulaire. Tel que démontré à la figure 17, 
l'expression de ce mutant n'affecte ~ l'effet inhibiteur de la forskoline + 
IBMX sur l'activité du gène rapporteur E2F-luciférase. Cela suggère que 
I' AMPc possède d'autres cibles cellulaires impliquées dans le contrôle de la 
prolifération, comme par exemple les protéines du cycle cellulaire. 
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Nous avons aussi démontré que le ttaitement des cellules P ANC-1 et 
MIA PaCa-2 avec la forskoline + IBMX n'influence pas l'expression des 
cyclines D 1 et E (fig. 12). Ceci est en opposition avec des résultats obtenus 
dans les fibroblastes de hamster CCL39 où I' AMPc bloquait l'augmentation de 
l'expression de la cycline Dl induite par les facteurs de croissance (L'Allemain 
et al., 1997). En réalité, dans les cellules PANC-1 et MIA PaCa-2, l'expression 
de la cycline Dl semble élevée même en absence de sérum et semble très peu 
modulable. Une surexpression de la cycline D 1 a déjà été observée dans des 
carcinomes pancréatiques humains et s'est avérée reliée à un pauvre pronostic 
de survie (Gansauge et al., 1997). Ainsi, la surexpression de la cycline Dl 
représente probablement un moyen par lequel les cellules proliîerent d'une 
façon anarchique. De plus, il ne faut pas oublier que les cellules P ANC-1 et 
MIA PaCa-2, même en absence de ~ démontrent des signes de 
prolifération cellulaire (fig. 9 et Freeman et al., 1995). Ainsi, même si les 
cellules ont subi une privation en sérum pendant 48h, elles ne sont donc pas 
synchronisées et arrêtées en phase G l du cycle cellulaire et par conséquent, une 
augmentation de l'expression de la cycline Dl nonnalement entraînée par le 
sérum lors de la transition des cellules de la phase G 1 vers la phase S ne peut 
être visualisée puisque les cellules progressent déjà dans le cycle cellulaire. 
Dans ce travail, nous avons également démontré que la forskoline + 
IBMX 1- accentuaient l'expression de l'inhibiteur du cycle cellulaire p27Kipl 
dans les cellules privées de sérum et 2- bloquaient la dégradation de cet 
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inhibiteur nonnalement observée suite à une stimulation mitogénique (fig. 13). 
Cela concorde avec des résultats antérieurs indiquant que p27Kipl jouait un rôle 
important dans l'inhibition de la prolifération causée par l' AMPc dans les 
fibroblastes (L' Allemain et al., 1997) et dans les macrophages (Kato et al., 
1994). Nos résultats n'indiquent cependant pas si la forskoline + IBMX 
agissent en inhibant la dégradation (Pagano et al., 1995), en augmentant la 
synthèse de p27Kip1 (Hen~ et Reed, 1996) ou encore s'ils agissent aux deux 
niveaux comme le fait le 8Br-AMPc (un analogue pennéable del' AMPc) dans 
les macrophages (Kato et al., 1994 ). 
L'activité cdk2 est aussi affectée par un traitement des cellules, privées 
et stimulées au sérum, à la forskoline + IBMX (fig. ISA. et 16A). Nos résultats 
suggèrent que l'inhibiteur p27"ip1 participe à l'inhibition de l'activité cdk2 
causée par un tel traitement. En effet, la figure 16C nous indique que 
l'expression de p27Kipl par rapport à celle de cdk2 ne varie pas dans les lysats 
totaux des cellules non stimulées au sérum lors du traitement à la forskoline + 
IBMX. Cependant, lorsque l'on jette un coup d'œil sur la quantité de p27Kip1 
coimmunoprécipité avec cdk2, on constate que la forskoline + IBMX favorisent 
l'association de l'inhibiteur à cdk2. Dans les cellules stimulées au sérum, 
l'ajout de forskoline + IBMX pennet d'élever le ratio p27Kipl : cdk2 à 4 : 1 dans 
les lysats totaux, tandis que dans les immunoprécipités cdk2, le ratio est de 2.5 : 
1. Cela suggère que la majorité des protéines p27Kipl sont associées à cdk2 
dans les cellules stimulées au sérum et traitées avec la forskoline + IBMX sans 
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toutefois exclure la possibilité que des inhibiteurs p27Kip1 peuvent être liés à 
d'autres complexes comme celui de la cycline D/cdk4 ou encore peuvent être 
demeurés non-associés. 
Finalement, pour confirmer le rôle clé de p27Kip1 dans l'inhibition de la 
prolifération entraînée par la forskoline + IBMX, la figure 17 nous indique que 
la simple surexpression de l'inhibiteur dans nos cellules pancréatiques 
tumorales humaines est suffisante pour bloquer complètement les cellules en 
phase Gl du cycle cellulaire, alors que l'expression d'une MEK CA n'arrive 
pas à empêcher cet arrêt en phase G 1 causée par un traitement des cellules à la 
forskoline + IBMX. Ces résultats suggèrent que 1- l'inhibition des p42/p44 
MAPKs n'est pas nécessaire pour l'inhibition de la prolifération causée par la 
forskoline + IBMX et que, 2- contrairement à certaines études démontrant un 
rôle des p42/p44 MAPKs dans la diminution de l'expression de p27Kipl 
(Alessandrini et al., 1997; Greulich et Erickson, 1998; Kawada et al., 1997; 
Kerkhoff et Rapp, 1998; Rivard et al., 1999), la régulation de l'inhibiteur 
p27Kipt par la forskoline + IBMX dans les cellules pancréatiques tumorales 
humaines semble, du moins en partie, indépendante des p42/p44 MAPKs. 
2. Le TGFP inhibe partiellement la prolifération des cellules P ANC-1 
Le TGFP a préalablement été décrit comme un excellent inhibiteur de la 
prolifération des cellules d'origine épithéliale (Hartsough et Mulder, 1997). De 
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plus, ses mécanismes d'action au niveau des protéines impliquées dans le 
contrôle de la prolifération sont relativement bien connus. Dans les cellules 
épithéliales intestinales de rat IEC-6, le TGFP inhibe la synthèse de la cycline 
D 1 ce qui a pour conséquence de réduire la formation de complexe cycline Dl-
cdk4 et ainsi de diminuer l'activité de ce complexe (Ko et al., 1998). Dans les 
cellules épithéliales de poumons de vison, le TGFP inhibe l'expression de cdk4 
supprimant l'activité du complexe cycline D-cdk4 et libérant des inhibiteurs 
p27Kipl qui peuvent alors bloquer l'activité de d'autres complexes cycline-cdk 
(Ewen et al., 1993). Toujours dans ce même type cellulaire, l'augmentation de 
l'expression de l'inhibiteur plSINK49 suite au traitement des cellules avec le 
TGFP a pour effet de déplacer p27Kip 1 du complexe cycline D l-cdk4/6 vers 
celui de la cycline E-cdk2 pour pennettre l'inhibition de l'activité de ce dernier 
complexe (Polyak et al., 1994 ). Dans les kératinocytes (Hannon et Beach, 
1994 ), dans les cellules épithéliales de poumon de vison (Reynisdottir et al., 
1995) et dans les cellules épithéliales mammaires humaines (Sandhu et al., 
1997), la surexpression importante de l'inhibiteur p15INK49 amenée par le 
TGFP lie cdk4/6 et bloque par le fait même la prolifération cellulaire. 
L'augmentation de l'expression de p21Cipl joue également un rôle dans 
l'inhibition de la prolifération des cellules MvlLu (Reynisdottir et al., 1995). 
Finalement, dans les cellules épithéliales mammaires humaines, c'est 
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l'inhibition de l'expression de la phosphatase activatrice des cdk, la cdc25~ 
qui médie l'effet anti-prolifératif du TGFP (lavarone et Massague, 1997). 
Nos résultats démontrent que le TGFP inhibe partiellement l'effet du 
sérum 1 % sur la prolifération, au tenne de cinq jours, des cellules 
pancréatiques tumorales humaines PANC-1 (fig. SA). Au niveau de la 
réinitiation de la synthèse d' ADN, la cytokine n'influence pas l'incorporation 
de 3H-thymidine dans les cellules privées de sérum, mais réduit de près de 50% 
l'incorporation de 3H-thymidine nonnalement observée dans les cellules 
PANC-1 stimulées au sérum pendant 22h (fig. 9A). Quant aux protéines de la 
famille de pRb, pRb et p 130, le TGFP empêche l'augmentation des niveaux 
d'hyperphosphorylation normalement entraînée par le sérum 1% (fig. lOA). 
Les protéines régulatrices de la prolifération affectées par le TGFP 
diftèrent de celles impliquées dans l'arrêt en phase G 1 médié par la forskoline 
+ IBMX. En effet, le TGFP n'influence pas l'activité des p42/p44 MAPKs ni 
le patron d'expression de l'inhibiteur p27Kipl (fig. l lA et 13A). Contrairement 
à ce qui a déjà été observé dans les cellules mammaires (lavarone et Massague, 
1997), aucune variation dans l'expression de cdc25A n'a pu être décelée suite 
au traitement des cellules PANC-1 avec le TGFP. Nos résultats n'excluent 
cependant pas la possibilité que l'activité de cdc25A a pu être régularisée suite 
au traitement des cellules avec le TGFp. En effet, très peu d'études 
démontrent une régulation de cdc25A autre que sa régulation via son 
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expression, mais de récentes données suggèrent que l'activité de cdc25A 
pourrait être régularisée positivement via sa phosphorylation au cours de la 
progression vers la phtie S (Hoffman et al., 1994). Plus précisément, Piml, un 
oncogène codant pour une sérine/thréonine kinase a récemment été identifiée 
comme liant et phosphorylant cdc25A in vitro et in vivo et ayant pour effet 
d'augmenter l'activité phosphatase de cdc25A (Mochizuki et al., 1999). Les 
effets majeurs de la cytokine semble reposer sur la surexpression de l'inhibiteur 
p15INK49 dans les cellules stimulées avec le sérum et la surexpression de p21cipt 
dans les cellules à la fois privées de sérum et stimulées par le sérum pendant 
16h (fig. 13A). Ces résultats ne sont pas en total désaccord avec ce qu'on 
obtient en réinitiation de la synthèse d' ADN où le TGFP inhibe que 
partiellement l'incorporation de 3H-thymidine des cellules stimulées au sérum. 
On peut imaginer un système où la surexpression de p2 l Cipt observée dans les 
cellules privées de sérum n'est pas tout-à-fait suffisante pour bloquer 
l'incorporation de 3H-thymidine dans ces cellules. Cependant, lorsque pl5INK48 
se met de la partie (dans les cellules stimulées avec le sérum) les deux 
inhibiteurs réussissent à réduire l'incorporation de 3H-thymidine. Ce 
mécanisme ressemblerait alors à ce qu'on observe dans les cellules épithéliales 
de vison où l'augmentation de l'inhibiteur p15INK4B suite au traitement des 
cellules avec le TGFP déplace p27Kil>1 vers le complexe cycline E-cdk2 pour 
pennettre l'inhibition de ce dernier complexe. Ainsi, dans notre système, on 
pourrait croire que l'augmentation d'expression de p21cipi bloque partiellement 
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complexes cycline D-cdk4/6 et cycline E-cdk2, mais l'augmentation de 
l'expression de p15INK49 concentre l'inhibiteur p21cipt vers le complexe cycline 
E-cdk2 qui peut alors être inhibé et c'est ainsi que les inhibiteurs réussissent à 
réduire l'incorporation de 3H-thymidine. De plus, on ne peut éliminer 
complètement le rôle de p27Kip1 dans cette inhibition. Comme c'était le cas 
dans les cellules épithéliales de poumon de vison, sans augmenter l'expression 
de p27Kip1, le TGFP amplifiait l'expression de p15INK49 qui inhibait cdk4/6 et 
déplaçait p27Kipl vers le complexe cycline E-cdk2 pour inhiber son activité 
(Polyak et al., 1994). Dans notre travail, il n'est pas exclu que p151NK49 et/ou 
p2lcïpi déplacent p27Kip1 vers la cycline E-cdk2 pour réduire son activité. Pour 
vérifier cette hypothèse, il s'agirait d'immunoprécipiter cdk4 et cdk2 et de 
regarder quel(s) inhibiteur(s) leur sont liés. Je mentionne également cdk4 
puisque lorsque l'on examine l'activité cdk2 dans les cellules stimulées au 
sérum et traitées au TGFP (fig. lSB), on n'observe qu'une légère inhibition 
après 16h de traitement. Cela peut signifier plusieurs choses: 1- l'inhibition de 
l'activité cdk2 observée après 16h suffit à bloquer de 50% l'incorporation de 
3H-thymidine après 22h de stimulation au sérum; 2- comme les niveaux de 
phosphorylation de pRb sont comparables à ceux des cellules contrôles (non 
stimulées) après 16h de traitement des cellules avec le TGFP + sérum et que 
pRb est l'unique substrat du complexe cycline D-cdk4 (Sherr et Roberts, 1995), 
l'activité de ce dernier complexe est peut-être davantage inhibée que celle de la 
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cycline E-cdk2 ou encore 3- 1' effet du TGFP sur la prolifération des P ANC-1 
serait une question de cinétique dans le sens où cette cytokine n'aurait pour 
effet que d'allonger la durée de la phase Gl du cycle cellulaire. Pour répondre 
à ces questions, une cinétique plus détaillée de l'incorporation de 3H-thymidine 
en fonction du temps ainsi que le dosage de l'activité cycline D/cdk4 seraient 
nécessaires. 
Il est à noter que le TGFP, dans notre système, n'induit aucun 
événement apoptotique malgré le fait que cette cytokine a déjà été décrite pour 
avoir un rôle dans la régulation de l'apoptose (Fan et al., 1996; Fukuda et al., 
1993; Hsing et al., 1996; Lin et Chou, 1995; Oberhammer et al., 1992; Sanchez 
et al .• 1996). 
Une question demeure: pourquoi l'effet du TGFP n'est-il que partiel 
alors qu'il a été décrit comme un puissant régulateur de la croissance 
pancréatique? Tout d'abord, je tiens à préciser que l'absence d'effet du TGFP 
chez les MIA PaCa-2 pourrait s'expliquer par une absence d'expression du 
récepteur de type II du TGFP dans cette lignée cellulaire, phénomène déjà 
observé par deux groupes de chercheurs (Freeman et al., 1995; Baldwin et al., 
1996). Pour les cellules P ANC-1, malgré que cela ne réponde pas totalement à 
la question, je tiens à mettre en lumière une observation intéressante. Comme 
je l'ai déjà mentionné plus tôt, les cellules pancréatiques tumorales humaines 
semblent exprimer de hauts niveaux de cycline Dl qui ne varient pas suite à 
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une stimulation au sérum 1 % ou suite à une traitement au TGFP. Or, si on 
transfecte la cycline D 1 dans des cellules intestinales épithéliales de rat (RIE) 
nonnalement sensibles à l'effet anti-prolifératif du TGFP, on diminue 
considérablement la proportion de cellules en phase S suite au traitement de ces 
cellules transfectées avec le TGFP (Ko et al., 1998). D'une façon plus 
convaincante, Okamoto et al. (1994) ont rapporté que la lignée cellulaire non-
tumorale HET-1 A (des cellules épithéliales provenant de 1' œsophage) 
transfectée avec la cycline D 1 1- exprimait une quantité importante de cette 
protéine, 2- devenait résistante au TGFP et 3- montrait une diminution de 
l'expression du récepteur de type II du TGFP ce qui expliquerait la diminution 
de l'effet de la cytokine sur la prolifération cellulaire. Comme la cycline D 1 
est souvent surexprimée dans les tumeurs humaines, les auteurs suggèrent 
qu'une dérégulation de l'expression du gène de la cycline Dl peut moduler 
négativement la signalisation du TGFp. 
Notre étude sur leffet du TGFP sur la prolifération cellulaire s'est 
limitée aux p42/p44 MAPKs et aux protéines du cycle cellulaire. Dans des 
travaux futurs, il serait également intéressant de clarifier le rôle des Smads, des 
médiateurs de la signalisation du TGFP (Massagué, 1998), sur l'inhibition de la 
prolifération amenée par la cytokine. En effet, de récentes études ont démontré 
un rôle de Smad3 (Datto et al., 1999) et de Smad6 (Kleeff et al, 1999) dans le 
contrôle de la réponse anti-proliférative du TGFP. 
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3. Les p42/p44 MAP.Ks médient un signal de survie chez les cellules 
pancréatiques tumorales humaines 
Comme il a été clairement démontré dans plusieurs types cellulaires 
(Brondello et al., 1995; Pagès et al., 1993; Robinson et Cobb, 1997), nos 
résultats indiquent que les p42/p44 MAPKs jouent un rôle essentiel dans la 
progression du cycle cellulaire chez les cellules pancréatiques tumorales 
humaines. Le blocage de cette voie diminue dramatiquement l'incorporation 
de 3H-thymidine dans les cellules non stimulées et stimulées avec le sérum (fig. 
19B). Cet arrêt en phase Gl est probablement médié par l'inhibiteur p27Kipl 
dont lexpression est augmentée suite au traitement des cellules avec le 
PD98059 (fig. 19C), rinhibiteur spécifique des MEKs (Alessi et al., 1995; 
Dudley et al., 1995). 
Si on prolonge l'inhibition des p42/p44 MAPKs pendant une période de 
48h, les cellules présentent les caractéristiques de cellules apoptotiques soit une 
fragmentation de leur ADN (fig. 20A). Cet effet ne semble cependant pas 
répandu chez toutes les lignées cellulaires pancréatiques tumorales humaines 
puisque les cellules PANC-1, à l'opposé des MIA PaCa-2 et BxPc-3, ne sont 
pas affectées par un traitement prolongé au PD98059 (20µM) (fig. 20). Cette 
induction de la mort cellulaire programmée nécessite 1- un certain niveau 
d'inhibition des p42/p44 MAPKs démontré par la réponse dose-dépendante du 
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PD98059 versus la dégradation de I' ADN (fig. 21A et B) et 2- l'activité des 
p42/p44 MAPKs doit être réduite pendant plus de 24h pour affecter la survie 
des cellules (fig. 21C). Cela suggère qu'après 24h, tous les mécanismes 
conduisant à l'apoptose ne sont pas enclenchés et que le phénomène est encore 
réversible. 
La réduction d'activité des p42/p44 MAPK.s s'accompagne d'une 
diminution importante de l'expression des membres anti-apoptotiques de la 
famille Bcl-2, Bcl-2, Bel-XL et Mcl-1, sans affecter significativement les 
membres pro-apoptotiques Bax et Bak , mais augmentant Bad de 50% au bout 
de 48h. Ceci est en accord avec des résultats obtenus chez les cellules 
hématopoîétiques. L'utilisation d'une forme oncogénique inductible de Ras 
(Rasva112) résulte en une augmentation de l'expression de Bcl-2 et Bel-XL sans 
modulation de l'expression de Bax (Kinoshita et al., 1995) et cet effet semble 
accompli par les voies de Raf/MAPK et de la p7056" (Kinoshita et al, 1997). 
Un autre groupe a montré que Mcl-1 était régularisé lui aussi par les p42/p44 
MAPKs dans les cellules myéloblastiques ML-1 (Townsend et al., 1998). 
Ainsi, comme on sait que le ratio entre membres anti- et pro-apoptotiques joue 
un rôle important dans la régulation de leur fonction (Farrow et Brown, 1996), 
on constate rapidement que dans notre système ce ratio est en faveur d'un 
cheminement des cellules vers une mort apoptotique. 
La deuxième catégorie de protéines effectrices de l'apoptose, les 
caspases, sont aussi impliquées dans la mort cellulaire observée suite à 
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l'inhibition prolongée des p42/p44 MAPKs: 1- l'activité de la famille CASP-3 
est augmentée dans les cellules traitées au PD98059 pendant 48h (fig. 25); 2-
ceci concorde avec le clivage de la PARP, un substrat spécifique des caspases-3 
et -7 in vivo (Lazebnik et al., 1994; Salvesen et Dixit, 1997) (fig. 26); 3- et 
finalement, l'utilisation d'inhibiteurs de la famille CASP-1 et CASP-3 bloque 
la réponse apoptotique causée par le PD98059 (fig. 27). Si on porte attention à 
la figure 27, on constate que l'utilisation de l'inhibiteur de la famille CASP-1, 
le z-VAD-fmk, à une concentration de lOµM ou SOµM prévient partiellement 
ou complètement respectivement la fragmentation de l' ADN causée par le 
traitement des cellules pendant 48h avec le PD98059. Cependant, la 
combinaison des inhibiteurs de type CASP-1 et de type CASP-3, aux 
concentrations qui bloquaient partiellement la fragmentation de l' ADN, a eu un 
effet inhibiteur complet. Pourtant, l'activité CASP-1 n'est pas détectée dans les 
cellules traitées pendant 24h et 48h au PD98059 (fig. 25). Une explication à ce 
phénomène repose sur le fait que le z-V AD-fink a déjà été décrit pour inhiber 
l'activité de la famille CASP-3 lorsqu'ajouté à de fortes concentrations perdant 
ainsi de sa spécificité (Vercammen et al., 1998). De cette façon, la 
combinaison des deux inhibiteurs peut contribuer à l'inhibition massive de la 
famille CASP-3 résultant au blocage absolu de la fragmentation de l' ADN 
nonnalement observée après 48h d'inhibition des p42/p44 MAPKs. Pour 
appuyer cette possibilité, il faudrait traiter les cellules au PD98059 + z-V AD-
fink et doser l'activité de la famille CASP-3 après 24h et 48h de traitement. On 
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ne peut cependant exclure complètement l'implication de d'autres caspases 
puisque l'utilisation du z-DEVD-fink, même à une concentration de IOOµM, 
n'arrive jamais à bloquer entièrement la fragmentation. Ceci peut laisser 
insinuer que le z-V AD-fink pourrait peut-être inhiber une autre caspase que 
celle de type CASP-1 ou CASP-3 dans notre modèle. Une seconde explication 
pourrait être suggérée pour expliquer pourquoi on observe un effet protecteur 
du z-V AD-fink sur la fragmentation de l' ADN sans pour autant détecter de 
modulation de l'activité de la famille CASP-1 dans les cellules traitées pendant 
24h ou 48h avec le PD98059. En effet, de plus en plus d'évidences sont en 
faveur d'un modèle où une caspase initiatrice est d'abord activée (activité 
courte et non soutenue) qui est subséquemment responsable de l'activation de 
caspases effectrices qui elles ont une activité soutenue (Salvesen et Dixit, 1997; 
Thomberry et Lazebni~ 1998). Ainsi, il se pourrait que dans notre modèle, 
l'inhibition des p42/p44 MAPKs conduit à l'activation précoce de la famille 
CASP-1 qui agirait comme caspase(s) initiatrice(s) et qui, à son tour, activerait 
la famille CASP-3 dont l'activité est détectée après 24h et 48h de traitement 
des cellules MIA PaCa-2 au PD98059. Pour vérifier cette hypothèse, un 
dosage de l'activité de la famille CASP-1 en des temps inférieurs à 24h (après 
le traitement au PD98059) serait requis. Si aucune activité de la famille CASP-
1 ne peut, en aucun temps, être décelée, il faudrait probablement s'en remettre 
à la première hypothèse. 
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Récemment, il avait été suggéré que le débalancement des différentes 
cascades MAPKs, soit la diminution des p42/p44 MAPKs versus une 
augmentation de la p38 MAPK ou/et JNKs (Berra et al., 1998; Canman et 
Kastan, 1996; Xia et al, 1995), entraînait les cellules vers un programme 
apoptotique. La particularité du présent travail repose sur le fait que 
l'inhibition des p42/p44 MAPKs survient en absence de toute modulation de 
l'activité de la p38 MAPK et des JNKs (fig. 22) suggérant que la voie p42/p44 
MAPKs médie vraiment un signal de survie dans les cellules pancréatiques 
tumorales. 
L'inhibiteur de la p38 MAPK, le SB203580, nous a été utile pour 
appuyer le rôle exclusif des p42/p44 MAPKs dans la régulation des événements 
apoptotiques associés à l'inhibition de ces kinases. En effet, dans notre 
modèle, le SB203580 stimule les p42/p44 MAPKs de façon soutenue, 
phénomène déjà décrit dans d'autres systèmes (Hall-Jackson et al., 1999; 
Kalmes et al., 1999; Singh et al., 1999). De plus, l'addition du SB203580 à des 
cellules traitées avec le PD98059 ramène l'activité des p42/p44 MAPKs au 
niveau de celle retrouvée dans les cellules contrôles. On remarque que le 
traitement des cellules avec le SB203580 1- bloque la fragmentation de l' ADN 
causée par le PD98059; 2- augmente l'expression des homologues Bcl-2, Bcl-
XL et Mcl-1; 3- ramène au niveau contrôle l'expression de ces mêmes 
homologues lorsque les cellules sont traitées simultanément avec le 88203580 
et le PD98059; 4- inhibe l'activité de type CASP-3 et S- empêche le clivage de 
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la PARP causé par le traitement des cellules au PD98059. Il faut mentionner 
que le traitement des cellules MIA PaCa-2 au SB203580 n'a aucun effet sur la 
survie de ces cellules. On a cependant déjà rapporté que l'inhibition de la 
cascade p38 MAPK par le SB202 l 90 induisait lapoptose dans les cellules 
lymphocytaires Jurkat (Nemoto et al., 1998). 
Ces résultats sont en faveur d'un rôle des p42/p44 MAPKs dans la 
régulation de l'expression des homologues anti-apoptotiques Bcl-2, Bel-XL et 
Mcl-1 ainsi que dans la régulation de l'activité de type CASP-3. Le retour de 
1 'expression de ces homologues à des niveaux analogues à ceux des cellules 
contrôles et le blocage partiel de l'activité de type CASP-3 stimulée par le 
PD98059 pourrait suggérer que les homologues ne se situent pas en amont des 
caspases dans la signalisation menant à 1' apoptose comme il a déjà été rapporté 
(Kharbanda et al., 1997; Kluck et al., 1997; Susin et al., 1996; Yang et al., 
1997). Il semblerait que les deux phénomènes soient indépendants tout en étant 
sous le contrôle des p42/p44 MAPKs. Une récente étude laisse entrevoir une 
telle possibilité. Un modèle a déjà été proposé et suggérait que les homologues 
anti-apoptotiques Bcl-2 liaient Apaf-1 prévenant ainsi l'activation de la 
procaspase-9 (Thombeny et Lazebnik, 1998). Cependant, il a récemment été 
démontré qu'aucun des homologues Bcl-2 testés (Bcl-2, Bel-XL, Mcl-1, Bcl-w, 
Al, Boo et même les membres pro-apoptotique Bax et Bim) ne liait in vivo 
Apaf-1 (Moriishi et al., 1999). Ainsi, les homologues anti-apoptotiques Bcl-2 
ne semblent pas protéger les cellules contre l'apoptose en séquestrant Apaf-1 
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dans ce modèle cellulaire. Dans notre système, malgré cette possibilité, il n'est 
pas exclue que les homologues Bcl-2 soient en amont de l'activation des 
caspases. En effet, comme nous avons évalué l'expression des homologues 
Bcl-2 qui variaient au cours du traitement au PD98059, on ne peut exclure la 
possiblité que l'expression d'homologues autres que ceux analysés varie lors 
du traitement avec le PD98059 en combinaison avec le SB203580. 
L'expression stable d'un mutant hyperactif de la MEKI atténue 
considérablement la fragmentation de I' ADN (fig. 318) et retarde le clivage de 
la PARP (fig. 31C) causée par le traitement des cellules au PD98059 (20µM) 
confmnant indubitablement le rôle des p42/p44 MAPKs dans la survie des 
cellules pancréatiques tumorales humaines. 
La période de 48h requise pour observer une fragmentation de I 'ADN 
suite à l'inhibition des p42/p44 MAPKs laissait présager une implication de la 
néosynthèse protéique ou encore de la dégradation protéique dans le 
cheminement des cellules vers l'apoptose dans notre système. L'utilisation du 
LLnL nous a pennis de découvrir que l'inhibition du protéasome 1- bloquait 
complètement la fragmentation de l' ADN induite par le PD98059; 2- allégeait 
la diminution d'expression de Bel-XL observée après le traitement des cellules 
au PD98059; 3- bloquait complètement l'activation de la caspase-3 (ou famille 
de la caspase-3) et 4- réduisait abondamment le clivage de PARP (fig. 32 et 
33). Ces résultats laissaient présager encore une fois que la régulation des 
homologues Bcl-2 et des caspases pourraient être deux processus indépendants 
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sous le contrôle des p42/p44 MAPKs, que le protéasome est impliqué dans la 
stabilité de Bel-XL et que la famille de la CASP-3 se situe en aval d'une 
dégradation protéique comme déjà rapporté (Grimm et al., 1996; Sadoul et al., 
1996). Cependant, nos résultats suggèrent une régulation transcriptionnelle de 
l'expression de Bcl-2 et Mcl-1 par la cascade p42/p44 MAPKs puisque 
l'inhibition du protéasome par le LLnL ne restore pas et même accentue la 
diminution d'expression de ces homologues induite par le PD98059 (fig. 32B). 
Ces résultats <liftèrent de récentes études sur le sujet. En effet, il a été 
démontré que la phosphorylation de Bcl-2 par les p42/p44 MAPKs prévenait la 
fragmentation de l'ADN induite par l'angiotensine II dans les cellules PC12W 
(Horiuchi et al., 1997). Tout dernièrement, un groupe allemand a montré que 
la phosphorylation de Bcl-2 par les p42/p44 MAPKs stabilisait la protéine ce 
qui l'empêchait d'être dégradée dans le protéasome et lui confèrait ainsi une 
résistance contre l'effet apoptotique du TNF a dans les cellules endothéliales 
(Dimmeler et al., 1999). Cependant, pour appuyer une possible régulation 
transcriptionnelle de Bcl-2 et Mcl-1 par les p42/p44 MAPKs, il a récemment 
été démontré qu'un segment de 162 paires de bases du gène humain de Mcl-1 
était régularisé par les p42/p44 MAPKs via l'activité ttanscriptionnelle de 
SRF/ELK-1 (Townsend et al., 1999). 
À prime abord, on ne pouvait exclure la possible implication de 
l'inhibiteur p27Kipt dans l'induction de l'apoptose observée suite au traitement 
des cellules pendant 48h avec le PD98059. En effet, dans le cas présent, 
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l'inhibition des p42/p44 MAPKs par le PD98059 résulte en une augmentation 
de l'expression de p27Kip1 appuyant un contrôle de l'expression de cet 
inhibiteur par les p42/p44 MAPKs (Alessandrini et al., 1997; Greulich et 
Erickson, 1998; Kawada et al., 1997; Kerkhoff et Rapp, 1998; Rivard et al., 
1999). Sachant qu'une surexpression de p27Kip1 a déjà été ~sociée à la 
fragmentation de l'ADN et au clivage de la PARP (Katayose et al., 1997; 
Wang et al., 1997), l'hypothèse demeurait plausible. Cependant, le traitement 
des cellules à la forskoline + IBMX, qui élèvent l'expression de p27Kipl de 
manière comparable à celle observée suite au traitement des cellules avec le 
PD98059 (fig. 138 et 19) sans inhiber l'activité p42/p44 MAPKs après 24h et 
48h de traitement (fig. 348), ne provoque aucune mort cellulaire prouvée par 
l'absence de fragmentation del' ADN dans ces cellules (fig. 34A). Ce résultat 
élimine donc la possible implication de l'inhibiteur du cycle cellulaire p27Kipl 
dans le processus de mort cellulaire programmée dans notre modèle et confirme 
qu'une inhibition prolongée des p42/p44 MAPKs est requise pour initier un 
programme apoptotique. 
En résumé, il semblerait que l'activité des p42/p44 MAPKs maintenue 
dans les cellules pancréatiques tumorales humaines, en plus de son rôle dans la 
prolifération cellulaire, serait indispensable au maintien de la viabilité 
cellulaire. L'abrogation de cette ~ade MAPKs chemine les cellules vers la 
mort cellulaire programmée en influençant l'expression (homologues anti-
apoptotiques 8cl-2) et l'activité (famille CASP-3) des protéines effectrices de 
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l'apoptose. Les cellules peuvent toutefois être rescapées de la mort par la 
stimulation de voies de signalisation activées par le sérum (fig. 20 et 26). 
Ultérieurement, il serait intéressant de déterminer les voies de signalisation 
impliquées dans l'effet protecteur du sérum chez les cellules MIA PaCa-2 
traitées au PD98059. L'activation de la cascade PI3K/Akt et de NFKappaB 
représente des cibles de choix w leurs rôles bien connus dans la survie 
cellulaire de d'autres types cellulaires (Beg et Baltimore, 1996; Franke et 
Cantley, 1997a; Franke et al., 1997b; Jarpe et al., 1998; Liu et al., 1996; Van 
Antwerp et al., 1996; Wang et al., 1996) 
4. Conclusions et perspectives 
Malgré la caractéristique des cellules tumorales à proliférer d'une façon 
anarchique, il a été possible d'inhiber la prolifération des cellules pancréatiques 
tumorales humaines P ANC-1 et MlA PaCa-2. En effet, il semble que les voies 
essentielles de régulation de la prolifération des cellules nonnales jouent 
également un rôle important dans la prolifération désordonnée des cellules 
tumorales. Ainsi, l'utilisation d'agents connus pour augmenter les 
concentrations intracellulaires d' AMPc, la forskoline + mMX, a eu pour effet 
de bloquer les cellules en phase G 1 du cycle cellulaire suite à l'action de ces 
agents sur l'activité des p42/p44 MAPKs et l'expression de l'inhibiteur du 
cycle cellulaire p27Kipl . Pour clarifier davantage l'importance de chacune de 
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ces voies dans l'inhibition de la prolifération causée par ces agents, il serait 
intéressant de vérifier l'effet d'un antisens de p27Kipl sur l'effet anti-prolifératif 
de la forskoline + IBMX. Si une seule des voies, inhibition de l'activité des 
p42/p44 MAPKs ou surexpression de p27Kipl , est suffisante pour médier l'arrêt 
en phase G 1 suite au traitement des cellules à la forskoline + IBMX, alors on 
pourrait prédire que l'expression d'un antisens de p27Kip1 n'empêchera pas 
l'inhibition de prolifération causée par la forskoline + IBMX tout comme 
l'expression d'un mutant constitutif actif de la MEKI n'a pas bloqué la 
diminution de l'activité E2F-lucif~e suite au traitement des cellules à la 
forskoline + IBMX. 
De plus, tout comme dans les cellules nonnales, la cascade p42/p44 
MAPKs est indispensable à la progression des cellules dans le cycle cellulaire. 
Non seulement l'inhibition des p42/p44 MAPKs conduit à l'arrêt des cellules 
en phase G 1 du cycle cellulaire, mais leur inhibition prolongée dirige les 
cellules vers la mort cellulaire programmée. Cela suggère que les mutations de 
Ki-Ras fréquemment observées dans les cellules pancréatiques tumorales 
(Friess et al., 1996) et qui ont pour effet de stimuler continuellement la cascade 
p42/p44 MAPKs jouent un rôle important dans le maintien de la viabilité des 
cellules pancréatiques tumorales humaines. 
Les travaux présentés dans ce rapport montrent que les p42/p44 MAPKs 
régularisent à la fois lexpression des homologues anti-apoptotiques Bcl-2, 
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Mcl-1 et Bel-XL et l'activité des caspases de la famille CASP-3. Nos résultats 
avec le LLnL, un inhibiteur de protéasome, nous laissent 1- entrevoir une 
régulation de la stabilité de Bel-XL via le protéasome et 2- suggèrent une 
régulation transcriptionnelle de Bcl-2 et Mcl-1 par les p42/p44 MAPKs. Afin 
de vérifier cette hypothèse, il serait intéressant d'observer, par northem blot, la 
régulation de l'expression des ARNm de Bcl-2 et Mcl-1 (et Bel-XL) suite au 
traitement des cellules avec le PD98059. 
Tel que discuté précédemment, il pourrait être possible que les 
homologues Bcl-2 ne soient pas en amont des caspases tout en étant tous deux 
sous le contrôle des p42/p44 MAPKs. Pour vérifier cette hypothèse, il serait 
captivant de transfecter Bcl-2, Mcl-1 et/ou Bel-XL , traiter les cellules au 
PD98059 et vérifier ce qu'advient de l'activité des caspases de la famille 
CASP-3. Si les homologues Bcl-2 et les caspases sont situés dans deux voies 
différentes, la surexpression des homologues anti-apoptotiques Bcl-2 ne devrait 
pas affecter l'activation des caspases de la famille CASP-3 amenée par le 
traitement des cellules au PD98059. Dans cette même expérience, nous 
pourrions également évaluer si l'unique diminution d'expression des 
homologues Bcl-2 anti-apoptotiques ou la simple activité de la famille CASP-3 
amenée par le traitement des cellules au PD98059 est suffisante ou si le double 
effet est nécessaire pour diriger les cellules vers un programme apoptotique. Il 
ne faut cependant pas oublier que l'expression de tous les homologues Bcl-2 
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n'a pas été analysée. Ainsi, il se pourrait par exemple que le 88203580, qui est 
à la base un inhibiteur de la p38 MAPK, pourrait augmenter l'expression d'un 
pro-apoptotique, en plus d'augmenter l'expression des anti-apoptotiques Bcl-2, 
Mcl-1 et Bel-XL . La présence de ce pro-apoptotique pourrait expliquer 
pourquoi le 88203580 ne prévient que partiellement l'activation de la famille 
CASP-3. De plus, l'activité résiduelle de ce type de caspases ne serait pas 
suffisant pour induire la fragmentation de l' ADN. Dans le cas du LLnL, il se 
pourrait que le traitement des cellules au PD98059 entraîne la dégradation dans 
le protéasome d'un (ou de) autre(s) homologue(s) anti-apoptotique(s) autre(s) 
que ceux testés. La prévention de la dégradation de cet homologue pourrait 
être suffisant pour prévenir complètement l'activation de la famille CASP-3 et 
la fragmenttion de l' ADN induite par le PD98059. 
Finalement, plusieurs autres études pourraient être effectuées à l'aide du 
clone cellulaire exprimant un mutant constitutif actif de la MEKI. Nous avons 
démontré que l'expression de ce mutant prévenait l'apoptose causée par le 
traitement des cellules au PD98059. Il serait original de vérifier si l'expression 
de ce mutant constitutif actif de la MEK conîere aux cellules une certaine 
résistance envers d'autres stimuli pro-apoptotiques tels que le TNFa, le FasL, 
les rayons UV et les chocs thermiques. Comme le mutant constitutif actif de la 
MEK active la cascade p42/p44 MAPKs (Brunet et al., 1994), nous pourrions 
examiner si les signaux de survie desservis par les p42/p44 MAPKs sont 
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suffisants pour protéger les cellules contre des attaques nonnalement néfastes à 
la survie cellulaire. 
En conclusion, ce travail aura permis de mieux comprendre les voies de 
signalisation qui régularisent la prolifération et la survie des cellules 
pancréatiques tumorales humaines. Cette meilleure compréhension sera utile 
dans la recherche de cibles cellulaires destinées à inhiber la prolifération 
anarchique de ces cellules pancréatiques tumorales. De plus, elle permettra 
éventuellement d'améliorer le sort des victimes atteintes du cancer du pancréas 
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